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RÉSUMÉ 
 
L’échappement des tumeurs à la surveillance du système immunitaire est une des raisons pour 
lesquelles le cancer parvient à se développer. Ainsi, les cellules cancéreuses parvenant à échapper au 
contrôle immunologique, ainsi qu’à l’éradication par les cellules effectrices de l’immunité peuvent 
former des tumeurs cliniquement décelables. L’échec de la réponse immunitaire anti-tumorale chez 
les patients qui vont développer une tumeur maligne est lié à des phénomènes d’immunosélection 
(consistant en la sélection de variants tumoraux capables d’échapper au système immunitaire du 
patient) mais également à des processus actifs d’immunosubversion au cours desquels la tumeur 
subvertit les cellules de l’immunité à son profit, l’ensemble conduisant donc progressivement à 
l’absence de réponse immunitaire anti-tumorale efficace. Les objectifs majeurs en immunologie des 
tumeurs sont donc de mieux comprendre la biologie, les mécanismes d’action, d’interaction, et les 
possibles interventions à visée thérapeutique concernant les différentes populations cellulaires qui 
participent efficacement ou non à la réponse immunitaire anti-tumorale. 
Un des objectifs de notre travail au laboratoire consiste donc à étudier les populations 
lymphocytaires T CD4+ et leurs rôles dans un contexte de cancer. De nombreuses études « preuves 
de concept » réalisées chez la souris dans notre équipe ont permis de démontrer l’implication et le 
rôle de différents sous-types T CD4+ dans la progression tumorale. Mon travail de thèse a eu pour 
objectif de déterminer si les résultats obtenus chez la souris étaient transposables à l’Homme et nous 
nous sommes pour cela particulièrement intéressés à étudier deux nouvelles sous-populations 
lymphocytaires T distinctes que sont les lymphocytes Th17 et Th9, et plus particulièrement dans le 
cancer du sein. Ces travaux visent in fine à mieux comprendre la biologie et le rôle (notamment 
pronostique) de ces populations T CD4+, et potentiellement de mettre en lumière de nouvelles voies 
d’immunothérapie en cancérologie. 
Nous avons tout d’abord cherché à démontrer si les lymphocytes Th17 humains présentaient des 
fonctions immunosuppressives dépendantes des ectonucléotidases CD39 et CD73 dans le cancer du 
sein. Nous avons mis en évidence que les lymphocytes Th17 CD25+ CCR6+ infiltraient de manière 
importante les cancers du sein et que ces cellules exprimaient les ectonucléotidases. Nous avons 
également démontré que les lymphocytes Th17 humains inhibaient les fonctions effectrices des 
lymphocytes Th1 et T CD8 cytotoxiques de manière dépendante de CD39 et CD73 et que le 
microenvironnement tumoral, et plus précisément des cytokines telles que l’IL-6 et le TGF-β, 
polarisaient les lymphocytes Th17 vers un sous-type cellulaire immunosuppresseur. Enfin, nous 
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avons montré qu’une infiltration tumorale riche en cellules IL-17+ est associée à un moins bon 
pronostic clinique des patientes atteintes de cancer du sein et que la présence d’une infiltration 
tumorale en cellules IL-17+ pouvait gommer l’impact pronostique plutôt favorable d’une infiltration 
en lymphocytes T CD8+.  
Compte tenu de ces résultats sur un rôle plutôt défavorable des lymphocytes Th17, nous avons 
ensuite eu pour objectif de tenter de limiter la différenciation de ces cellules. Nous avons ainsi 
analysé l’effet d’une activation de la désacétylase SIRT1 sur la polarisation des lymphocytes Th17. 
Nous avons tout d’abord démontré que l’activation, par des agents pharmacologiques, de SIRT1 
diminue l’acétylation de STAT3 et donc son rôle de facteur de transcription, et perturbe et limite 
ainsi la différenciation des lymphocytes Th17. L’activation de SIRT1 limite in vivo l’expansion des 
cellules Th17 et conduit à un ralentissement de la croissance tumorale dans plusieurs modèles de 
cancers murins. Nous avons validé ce concept chez l’Homme en montrant que l’activation de SIRT1 
avec la metformine, un antidiabétique oral, induit une diminution de la proportion de lymphocytes 
Th17 circulants. Cette étude ouvre donc la possibilité d’association d’agonistes de SIRT1 d’autres 
traitements anti-tumoraux.  
Le dernier projet porte sur les lymphocytes Th9 et leur impact pronostique dans les cancers du sein. 
Nous avons mis en évidence que les propriétés effectrices des lymphocytes Th9 humains pouvaient 
être augmentées en présence d’IFNα, et non d’IL-1β comme chez la souris, via l’activation du facteur 
de transcription IRF1, l’expression d’IL-21 et la sécrétion plus importante d’IL-9, cytokine 
caractéristique de ce sous-type lymphocytaire T CD4+. Nous avons enfin démontré que la présence 
de lymphocytes CD4+ PU.1+ (phénotype Th9) intra-tumoraux était associée à un pronostic favorable 
chez des patientes atteintes de cancer du sein traitées par chirurgie et chimiothérapie adjuvante.  
 
Mots clés : Lymphocytes T CD4, cancer du sein, ectonucléotidases, SIRT1, pronostic  
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ABSTRACT 
 
Tumor escape to immune system surveillance is one of the reasons why human cancer achieves to 
grow. Thus, cancer cells escaping to immunological control and eradication by immune effector cells 
can lead to clinically detectable tumors. The failure of antitumor immune response in patients which 
will develop a malignant tumor is linked to: 1) immunoselection events that consist in tumor variants 
able to elude the patient’s immune system, 2) active immunosubversion processes in which the 
tumor subverts immune cells to its benefit, leading gradually to the lack of effective antitumor 
immune response. It is of major concern to identify and limit the impact of immune populations 
which could promote tumor growth on one hand, and on the other hand to describe and amplify 
antitumor effector cells.  
In my research team, we aim to study CD4 T cell populations and their functions in the context of 
cancer. Several mice proof-of-concept studies carried out in our laboratory demonstrated the 
involvement and the role of distinct CD4 T subtypes in tumor progression. My work was precisely to 
determine if the results obtained in mice could be transposable in humans and we were particularly 
interested in exploring two new distinct T lymphocyte subpopulations, namely Th17 and Th9 cells, in 
the context of breast cancer. This work aims to better understand the biology and the role (notably 
prognostic) of these CD4+ T populations, and potentially to bring to light new immunotherapy ways in 
cancerology. 
We first attempted to investigate if human Th17 lymphocytes had CD39 and CD73 ectonucleotidase-
dependent immunosuppressive functions in breast cancer. We unraveled that CD25+ CCR6+ Th17 
cells importantly infiltrate breast cancers and that these cells express ectonucleotidases. We 
explained that human Th17 lymphocytes could inhibit effector and cytotoxic functions of Th1 and 
CD8 T cells in an ectonucleotidase-dependent manner. Moreover, tumor microenvironment, and 
more precisely cytokines such as IL-6 and TGF-β, could polarize Th17 cells into an 
immunosuppressive cellular subtype. Finally, we showed that high tumor infiltration in IL-17+ cells 
were significantly associated with a worse clinical prognosis for breast cancer patients even in a case 
of a high CD8+ T cell infiltration, which is generally associated with a good clinical prognosis. 
Then, in view of these results on the rather unfavourable role of Th17 lymphocytes, we aim to 
prevent Th17 cell differentiation. We analyzed the effect of an activation of SIRT1 deacetylase on 
Th17 polarization. We first established that SIRT1 activation by pharmacologic agents reduces STAT3 
acetylation and indeed its transcription factor function, thus disrupting and limiting Th17 cell 
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differentiation. Activation of SIRT1 limits in vivo Th17 cell expansion and leads to the decrease of 
tumor growth in several mouse cancer models. This concept has been validated in humans and we 
unraveled that SIRT activation with metformin, an oral antidiabetic agent, induced the reduction of 
circulating Th17 lymphocytes proportion. This work gives the possibility to associate SIRT1 agonists 
with other anticancer treatments. 
The last project concerns the role and the prognosis impact of Th9 lymphocytes in breast cancer. 
Unlike in mice where IL-1β promotes anticancer functions of Th9 lymphocytes, we highlighted that 
the effector properties of human Th9 cells could be increased by IFNα via IRF1 activation, IL-21 
expression and a more important secretion of IL-9 which is the specific cytokine to this CD4 T cell 
subtype. Finally, we attested that the presence of tumor infiltrating CD4+ PU1+ lymphocytes (Th9 
phenotype) was associated with a positive prognosis for breast cancer patients treated by surgery 
and adjuvant chemotherapy. 
 
Keywords: CD4 T lymphocyte, breast cancer, ectonucleotidases, SIRT1, prognosis 
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Figure 1. Les dix caractérisiques fondamentales des cellules tumorales.
Les cellules transformées se disinguent des cellules saines par l’acquisiion d’anomalies foncionnelles 
communes. Ces anomalies foncionnelles sont l’abouissement d’un processus muli-étapes, 
l’oncogenèse, au cours duquel l’environnement n’est pas neutre. Outre les capacités intrinsèques 
acquises par les cellules cancéreuses telles que la résistance à la mort cellulaire, l’autonomie de 
croissance, l’insensibilité aux signaux ani-proliféraifs ou encore le poteniel de réplicaion illimitée, 
des caractérisiques extrinsèques liées à l’environnement tumoral ont pu être décrites comme 
nécessaires à la formaion d’une pathologie cancéreuse. L’inflammaion chronique et l’échappement 
au système immunitaire ont été également admis comme deux des dix caractérisiques fondamentales 
régissant la transformaion cellulaire maligne. Adapté de (Hanahan and Weinberg, 2011).
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I. Le cancer face au système immunitaire 
Les cellules tumorales dérivent de cellules du « soi » à la suite de séries de mutations qui 
vont altérer leur génome. Les cellules tumorales sont ainsi fréquemment caractérisées par une 
grande instabilité génétique, et vont au cours de l’oncogenèse acquérir des propriétés anormales qui 
vont les distinguer des cellules du « soi ». La caractérisation des altérations génétiques responsables 
de la formation des tumeurs malignes est maintenant permise par le développement des techniques 
biologiques de haut débit, et s’intègre désormais dans le paysage des grandes caractéristiques de la 
biologie des cancers résumées par Hanahan et Weinberg en 2000 (Hanahan and Weinberg, 2000). 
Ces « hallmarks » du cancer se résumaient initialement à six principales caractéristiques biologiques 
acquises par les cellules tumorales au cours de leur développement. La cellule cancéreuse est ainsi 
capable de produire et recevoir ses propres signaux de survie, d’échapper à la mort cellulaire et 
d’ignorer les signaux d’inhibition de croissance. Elle acquière en outre des capacités anormales de 
division, et va être capable de promouvoir une néoangiogenèse tumorale nécessaire au 
développement et à la pérennité d’une masse tumorale. La sixième caractéristique confère aux 
cellules tumorales des capacités d’invasion et de dissémination à distance, autrement dit 
l’envahissement de tissus à distance via la métastasogenèse. Ces grands concepts de biologie du 
cancer ont été révisés à la lumière de la mise à jour des connaissances en 2011 et quatre nouvelles 
caractéristiques ont été ajoutées aux six précédentes (Hanahan and Weinberg, 2011) (Figure 1, 
p. 24). L’instabilité génétique et l’apparition de mutations au sein des cellules tumorales induit la
transformation oncogénique et la progression tumorale. Les cellules cancéreuses ont la capacité de 
modifier ou de reprogrammer leur métabolisme cellulaire, leur permettant de se répliquer 
indéfiniment, et donc de soutenir la prolifération néoplasique. Par ailleurs, le développement d’une 
tumeur n’est pas seulement permis par des modifications intrinsèques à la cellule tumorale, mais 
dépend également de la permissivité de l’environnement de la tumeur. C’est ainsi, qu’à côté de la 
nécessité d’une néoangiogenèse tumorale, l’échappement des cellules cancéreuses à la réponse 
immunitaire de l’hôte, ainsi que la mise en place d’une inflammation chronique ont été décrites 
comme des caractéristiques extrinsèques indispensables au développement tumoral.  
Ce dernier concept, finalement assez nouvellement reconnu, repose en réalité sur nombre 
d’observations précliniques et cliniques relativement anciennes ayant forgé les notions 
d’immunosurveillance, d’immunosélection et d’immunosubversion lors du développement tumoral. 
C’est à ces notions que notre travail de thèse s’est intéressé, en tentant d’apporter de nouvelles 
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données descriptives, pronostiques et thérapeutiques concernant de nouvelles sous-populations de 
lymphocytes T dans les cancers, en particulier du sein. 
1. Le concept d’immunosurveillance des tumeurs
a) Naissance du concept de l’immunosurveillance des tumeurs
L’aptitude du système immunitaire à reconnaitre et éradiquer des cellules subissant une 
transformation cancéreuse a été suggérée à la fin du XIXème siècle par William B. Coley, dont les 
observations ont permis de mettre en évidence un lien entre régression tumorale et infection. La 
survenue post-opératoire d’infections à streptocoque chez des patients atteints de sarcomes osseux 
s’était avérée décisive pour l’obtention de réponses complètes sans récidive (Coley, 1893). Ces 
données cliniques permettent de mettre en lumière la possibilité d’un contrôle de la progression 
tumorale via une réaction inflammatoire médiée par le système immunitaire. C’est sur ces 
constatations que reposent les premières approches d’immunothérapie par l’injection intra- 
tumorale de toxines bactériennes (toxines de Coley), ayant pour but de stimuler le système 
immunitaire pour induire une régression tumorale (Coley, 1891).  
Ce n’est qu’au début du XXème siècle que Paul Ehrlich émet pour la première fois le concept 
d’immunosurveillance des tumeurs. L’hypothèse d’Ehrlich postulait la capacité du système 
immunitaire à inhiber le développement tumoral, expliquant ainsi la faible incidence des tumeurs 
malignes chez l’homme, en dépit d’un taux théorique de transformation cellulaire néoplasique élevé 
(Ehrlich, 1909). Cependant, le manque de connaissance en immunologie et de modèles appropriés 
pour valider expérimentalement cette hypothèse laissa ce concept d’immunosurveillance dans un 
oubli relatif. Ce n’est qu’à la fin des années 1950 que des études démontrent l’existence d’antigènes 
associés aux tumeurs, et capables d’être reconnus par le système immunitaire. Ces découvertes 
permettent à Macfarlane Burnett et Lewis Thomas d’établir les bases de la théorie de 
l’immunosurveillance du cancer, dans lesquelles le système immunitaire adaptatif serait en 
perpétuelle alerte contre les cellules cancéreuses émergentes pour inhiber la poursuite de leur 
développement (Burnet, 1957; Thomas, 1959). Cette théorie émet donc le postulat que les cellules 
effectrices du système immunitaire et plus précisément les lymphocytes T agiraient comme des 
sentinelles dans la reconnaissance et l’élimination constantes des cellules transformées naissantes 
(Burnet, 1970). 
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b) Arguments expérimentaux murins comme preuve de concept
Il a fallu attendre le développement et l’utilisation des modèles de souris syngéniques (c’est-
à-dire des souris de fond génétique identique) pour que l’on puisse démontrer que les cellules 
tumorales possèdent des propriétés immunologiques différentes des cellules normales. Old et Boyse 
ont ainsi pu montrer que l’on pouvait empêcher la survenue d’un cancer viro-induit en vaccinant les 
souris avec un sérum issu de souris consanguines, porteuses de tumeur. Ces résultats mettaient en 
évidence la présence dans le sérum d’immunoglobulines « anti-cellules tumorales » c’est-à-dire 
dirigées contre des anti-antigènes tumoraux (Old and Boyse, 1964). La théorie de 
l’immunosurveillance proposée par Burnet et Thomas trouvait ainsi ses premières preuves 
expérimentales auprès de la communauté scientifique.  
Cependant, d’autres études allaient à l’encontre de ces résultats initiaux, dans la mesure où 
d’autres équipes de recherche ayant développé des modèles de souris immunodéficientes, ne 
trouvèrent aucune différence de sensibilité à une carcinogenèse chimique en comparaison à celle 
induite chez des souris immunocompétentes (Rygaard and Povlsen, 1974; Stutman, 1974). Le 
concept d’immunosurveillance des tumeurs fut alors critiqué et relégué au second plan. D’autres 
théories antagonistes furent même alors avancées et proposèrent notamment que les cellules 
tumorales ne possédaient pas les signaux de danger appropriés pour alerter le système immunitaire 
(Matzinger, 1994) ou même que le système immunitaire favoriserait la progression tumorale (Prehn, 
1971). 
Il fallut attendre plus de 10 ans pour entrevoir les explications à ces résultats en apparente 
contradiction : la souche de souris immunodéficientes (Nude CBA/H) utilisée dans les expériences de 
Stutman était en réalité plus sensible que les souris sauvages au carcinogène utilisé (Heidelberger, 
1975). Par ailleurs, la découverte des cellules Natural Killer (NK) qui ne se développent pas dans le 
thymus mais au niveau de la moelle osseuse (tout comme les lymphocytes B), a permis de prouver 
que cette souche de souris n’était pas complétement dépourvue de lymphocytes T (Ikehara et al., 
1984; Maleckar and Sherman, 1987).  
Les années 1990 représentent la reconnaissance par la communauté scientifique du concept 
d’immunosurveillance. En effet, le recours à des modèles murins immunodéficients plus purs, a 
permis de montrer que de tels animaux développaient des tumeurs plus rapidement, et en nombre 
plus importants que des souris immunocompétentes (Figure 2, p. 28). Parallèlement, au début des 
années 90, l’équipe de Robert D. Schreiber a clairement mis en évidence l’importance de l’interféron 
gamma (IFNγ) dans le rejet des tumeurs transplantées (Dighe et al., 1994) et que les souris 
déficientes pour le récepteur à l’IFNγ ou le facteur de transcription STAT1 (souris IFNGR1-/- ou 
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Figure 2. Arguments expérimentaux démontrant l’existence de l’immunosurveillance des tumeurs.
Le statut immunitaire des souris est un élément déterminant de leur suscepibilité à l’inducion 
tumorale par un agent carcinogène. En effet, de nombreuses études ont établi qu’après un traitement 
avec un carcinogène les souris immunodéficientes développaient plus de tumeurs que des souris 
immunocompétentes. Ces expériences reposent sur l’uilisaion de souris généiquement modifiées 
présentant un déficit foncionnel des immunités innée ou adaptaive et sur l’uilisaion de souris 
sauvages rendues immunodéficientes après l’administraion d’anicorps monoclonaux déplétant par 
exemple les populaions lymphocytaires T CD4+ et T CD8+ ou l’IFNγ. Adapté de (Shankaran et al., 2001) 
et (Schreiber et al., 2011).  
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STAT1-/-), ou qui ne présentent plus de réponse immunitaire adaptative fonctionnelle du fait du 
déficit en cellules T, B et NK (souris RAG2-/-) sont plus sensibles au développement de tumeurs 
chimio-induites (Kaplan et al., 1998; Shankaran et al., 2001). Ces dernières constatations ont pu être 
mises en évidence via la réinjection de tumeurs chimio-induites par le méthylcholanthrène (MCA) 
dans des souris immunodéficientes (RAG2-/-)  à des souris immunocompétentes, entrainant chez ces 
animaux un développement tumoral dans 40% des cas. À l’inverse, lorsque des cellules tumorales 
issues de souris immunocompétentes ont été réinjectées à des souris immunodéficientes (RAG2-/-), 
100% des souris immunodéficientes développèrent une tumeur (Figure 2, p. 28). Ceci met donc en 
évidence que la tumeur d’une souris qui ne possède pas de système immunitaire fonctionnel, comme 
les souris RAG2-/-, est plus immunogène qu’une même tumeur qui s’est développée chez une souris 
immunocompétente (Shankaran et al., 2001). 
Par ailleurs, l’identification dans le mélanome humain, par le groupe de Thierry Boon, du 
premier antigène tumoral (MZ2-E) capable d’induire une réaction lymphocytaire T cytotoxique 
spécifique va permettre, entre autre, de valider le potentiel immunogène des tumeurs et d’entrevoir 
de nouvelles possibilités d’immunothérapie du cancer (van der Bruggen et al., 1991). 
c) Existence d’une immunosurveillance chez l’Homme ?
Si le concept d’immunosurveillance des tumeurs a été largement démontré et, dès lors, 
établi chez la souris, la question de l’existence d’une implication similaire du système immunitaire 
chez l’homme se pose.  
Des études épidémiologiques avec un suivi à long terme de patients atteints 
d’immunodéficience primaire ont pu révéler que cette population présentait significativement plus 
de risque de développer diverses variétés de cancers solides (Penn, 1988). Ces patients sont 
effectivement plus particulièrement sensibles aux cancers viro-induits tels que les lymphomes non 
Hodgkiniens induits par le virus Epstein-Barr, les sarcomes de Kaposi (induits par le virus de l’herpès 
humain 8) ou encore les cancers génitaux induits par les papillomavirus humains (Pardoll, 2003). 
Néanmoins, il a été montré que des patients avec une immunodéficience sévère à la suite d’une 
transplantation d’organe présentent également une probabilité plus élevée de développer des 
cancers sans étiologie virale comme les cancers du côlon, du poumon, du rein, du pancréas ou 
encore le mélanome (Dunn et al., 2002). Par ailleurs, le suivi prospectif longitudinal de sujets 
indemnes de pathologie cancéreuse et présentant un polymorphisme des récepteurs NKG2D 
(Natural Killer Group 2D) ou encore des récepteurs KIRS (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) 
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Figure 3. Preuves expérimentales chez la souris de l’immunoediing des tumeurs.
Les tumeurs des souris immunocompétentes sont qualitaivement différentes de celles des souris 
immunodéficientes. En effet, le système immunitaire peut moduler et éditer les propriétés 
immunologiques des cellules cancéreuses. Ceci est démontré par la transplantaion dans des souris 
immunocompétentes de tumeurs issues également de souris immunocompétentes et qui provoque 
dans 100% des cas l’appariion d’une tumeur (A). Le système imunitaire a déjà exercé une pression de 
sélecion et les tumeurs ne sont plus immunogènes : ces tumeurs sont dites «éditées». À l’inverse, la 
transplantaion dans des souris immunocompétentes de tumeurs issues de souris immunodéficientes 
n’induit pas dans 100% des cas la prise tumorale (B et C). Ces tumeurs peuvent encore être sensibles à 
l’acion du système immunitaire et sont alors dites «non éditées». Ces observaions ont permis 
l’évoluion du concept d’immunosurveillance vers celui d’immunoediing des tumeurs. Adapté de 
(Schreiber et al., 2011).  
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contrôlant l’activation des cellules NK, montre un risque significativement accru de développer un 
cancer (Carrington et al., 2005; Hayashi et al., 2006). 
Ces constatations cliniques constituent des arguments indirects pour penser qu’une 
immunosurveillance existe également chez l’Homme. Par ailleurs, les patients atteints de cancer 
peuvent développer des réponses immunitaires innée et adaptative, cellulaire et humorale, 
spontanées vis-à-vis de certains antigènes tumoraux. Enfin, il est désormais clairement montré dans 
de nombreuses variétés de tumeurs solides, que la présence de lymphocytes infiltrant les tumeurs 
pouvait présager un meilleur pronostic pour le patient (Dunn et al., 2004b). La présence d’une 
infiltration tumorale (très souvent au niveau du front d’invasion de la tumeur) par des cellules du 
système immunitaire du patient, peut ainsi être interprétée comme une tentative de réponse 
immunitaire anti-tumorale. Le caractère souvent pronostique de ce type d’infiltration tumorale, 
souligne en outre l’importance de la réaction immunitaire de l’hôte vis-à-vis du contrôle plus ou 
moins efficace du développement tumoral. 
2. Évolution du concept vers l’immunoediting des tumeurs
Malgré les fortes preuves validant l’existence d’un processus fonctionnel 
d’immunosurveillance du cancer chez l’homme, des individus immunocompétents développent tout 
de même des tumeurs. Cette réalité clinique peut être expliquée par l’existence de mécanismes 
immunitaires qui vont faciliter la croissance de tumeurs constituées de cellules cancéreuses perdant 
petit à petit leur immunogénicité. L’équipe de Robert D. Schreiber a ainsi pu démontrer que des 
tumeurs induites par un carcinogène, le méthylcholanthrène, dans des souris immunocompétentes, 
puis réinjectées dans des souris immunodéficientes (RAG2-/-) induisaient dans 100% des cas une prise 
tumorale puis un développement, alors que lorsque les tumeurs proviennent de souris 
immunodéficientes et qu’elles sont greffées à des souris immunocompétentes, ces dernières ne 
développent une tumeur que dans la moitié des cas (Shankaran et al., 2001) (Figure 3, p. 30). Ces 
observations indiquent que le système immunitaire de l’hôte, certes protège ce dernier contre 
l’émergence de cellules transformées, mais que cette réponse immunitaire anti-tumorale, par la 
pression Darwinienne de sélection qu’elle induit, favorise in fine l’émergence de clones tumoraux 
moins immunogènes (immunoediting) (Dunn et al., 2002).  
Ce concept d’immunoediting des tumeurs est donc un processus dynamique qui s’établit 
dans le temps entre le système immunitaire de l’hôte et les cellules cancéreuses. Au cours du 
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Figure 4. Les trois phases de l’immunoediing du cancer.
Ce concept est le résultat de trois étapes qui foncionnent soit indépendamment soit de concert pour 
contrôler et façonner la tumeur. Quand les cellules normales se transforment en cellules tumorales sous 
l’effet d’agents mutagènes, le système immunitaire foncionne comme un suppresseur de tumeur 
extrinsèque en éliminant les cellules tumorales. Dans la première phase, dite d’éliminaion, déjà connu 
sous le terme d’immunosurveillance des tumeurs, l’immunité innée et adaptaive reconnait les cellules 
transformées et les détruit, résultant au retour du issu à des condiions physiologiques. Cependant, si 
l’immunité ani-tumorale ne réussit pas à éliminer complétement les cellules transformées, des variants 
tumoraux peuvent entrer dans la deuxième phase, dite d’équilibre, où va s’engager un combat entre  la 
destrucion de clones immunogènes et l’appariion et la sélecion de clones peu voire non 
immunogènes. Ces variants non immunogènes vont alors pouvoir échapper à l’acion du système 
immunitaire, qui lui-même deviendra poteniellement promoteur de la croissance tumorale (infiltraion 
de cellules immunosuppressives au sein de la tumeur). C’est lors de cete troisième phase, dite 
d’échappement que la maladie apparaît cliniquement décelable. Adapté de (Vesely et al., 2011).  
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développement tumoral, ces relations peuvent se décrire en 3 phases distinctes : l’élimination, 
l’équilibre et l’échappement (Figure 4, p. 32). 
a) La phase d’élimination : le combat de l’immunité innée et adaptative
contre les cellules transformées 
La phase d’élimination représente la phase initiale de l’immunosurveillance des tumeurs. Au 
cours de celle-ci, les cellules du système immunitaire inné et adaptatif coopèrent pour localiser, 
reconnaître et détruire les cellules transformées naissantes. Ce processus n’a jamais été visualisé in 
vivo ; mais des modèles précliniques utilisant des souris génétiquement modifiées ou des anticorps 
monoclonaux neutralisants, ont permis de démontrer qu’un grand nombre de cellules effectrices du 
système immunitaire ainsi que des voies de signalisation nécessaires à la réponse immunitaire innée 
et adaptative, étaient nécessaires à la reconnaissance et à la suppression des cellules cancéreuses 
(Tableau 1, p. 34) (Dunn et al., 2004a; Mittal et al., 2014; Schreiber et al., 2011; Vesely et al., 2011). 
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Cependant, ces mécanismes ne sont pas infaillibles et peuvent être dans certains cas défectueux 
(Hanahan and Weinberg, 2011). C’est alors que la surveillance du système immunitaire devient 
indispensable pour bloquer l’oncogenèse et la progression tumorale. 
Les cellules transformées sont ainsi susceptibles d’être identifiées comme des cibles par les 
cellules de l’immunité innée, lorsque la transformation néoplasique leur fait exprimer des molécules 
induites par le stress génotoxique. C’est ainsi que plusieurs familles de molécules peuvent être 
exprimées à la surface des cellules tumorales ou relarguées par celles-ci : ces signaux de danger 
pathogènes ou PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) mais aussi endogènes ou DAMPs 
(Damage-Associated Molecular Patterns) peuvent être détectés notamment par les Toll-Like 
Receptors (TLR). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules sentinelles de l’immunité innée comme 
les cellules dendritiques (DC) ou les macrophages, et l’activation de ces récepteurs va déclencher la 
production de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires qui permettront entre autre la mise 
en place d’une réponse immunitaire adaptative (Cui et al., 2014; Marshak-Rothstein, 2006; Marshak-
Rothstein and Rifkin, 2007). Une autre ligne de défense, complémentaire à celle précédemment 
décrite, vis-à-vis des cellules cancéreuses sont les cellules NK (immunité innée) qui via les récepteurs 
NKG2D vont reconnaitre des signaux de danger à la surface des cellules transformées. Les cellules 
NK, ainsi activées, vont alors induire l’apoptose des cellules tumorales en relarguant le contenu de 
leurs granules cytotoxiques contenant des enzymes telles que la perforine et les granzymes ou des 
cytokines comme l’IFNγ ou le TNFα (Tumor Necrosis Factor α) (Moretta, 2002). L’activation des 
cellules NK permet en outre de recruter et d’activer les cellules dendritiques au site tumoral grâce à 
la production d’interféron de type I (IFNα/β) et de chimiokines. Les débris apoptotiques des cellules 
tumorales ainsi éliminées peuvent alors être phagocytés par les macrophages et les cellules 
dendritiques, et ces dernières vont ainsi pouvoir présenter de potentiels peptides antigéniques 
d’origine tumorale aux lymphocytes T (immunité adaptative) via le CMH (Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité) de classe II et/ou le CMH de classe I. Les DC sont en effet les seules cellules 
capables de présenter les antigènes extracellulaires sur les molécules de CMH I (exprimées par les 
lymphocytes T CD8+) normalement présentés sur les molécules de CMH II (exprimées par les 
lymphocytes T CD4+) : cette propriété, appelée « cross présentation », est essentielle pour l’induction 
d’une réponse anti-tumorale spécifique. S’en suit alors une réponse immunitaire spécifique de la 
tumeur dite adaptative avec comme principaux acteurs les lymphocytes T, B et les cellules NKT 
(Figure 5, p. 36). 
Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), telles que les DCs, exposées aux signaux de 
danger, ou aux cytokines produites lors de la réponse immunitaire innée, expriment des molécules 
de costimulation, (comme B7) reconnues par des récepteurs sur les lymphocytes T (comme CD28), et 
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délivrent ainsi les seconds signaux (en plus de la reconnaissance de l’antigène) nécessaires à 
l’activation des lymphocytes T (Banchereau et al., 2000; Banchereau and Steinman, 1998). En 
réponse à la reconnaissance de l’antigène (Ag) et à la costimulation, les lymphocytes T sécrètent des 
cytokines qui induisent leur prolifération (notamment l’IL-2) ou leurs fonctions effectrices. Les 
lymphocytes T CD4 peuvent se différencier en différentes populations effectrices qui produisent des 
ensembles limités de cytokines et exercent différentes fonctions. Ainsi, les lymphocytes T helper de 
type 1 (Th1) produisent de l’IFNγ et activent ainsi les phagocytes en plus de stimuler la sécrétion 
d’anticorps (Ac) opsonisant et fixant le complément. Ces lymphocytes T expriment des molécules 
comme le ligand de CD40 (CD40L) induisant, après liaison à CD40 sur la DC, la sécrétion par cette 
dernière de cytokines comme l’interleukine 12 (IL-12) (qui favorise alors la polarisation d’une 
réponse Th1), et l’expression de molécules de costimulation comme B7 dans une boucle d’auto-
activation (Banchereau et al., 2000; Banchereau and Steinman, 1998). 
Dans les organes lymphoïdes secondaires, les DCs présentent donc les antigènes tumoraux 
aux cellules T, ce qui va induire leur activation et leur migration vers le site tumoral. Les cellules T 
effectrices (T CD4+, T CD8+ et NKT) vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires ; la plus 
importante d’entre elles lors de ce processus, l’IFNγ, va médier la réponse anti-tumorale en inhibant 
la prolifération des cellules cancéreuses et l’angiogenèse (Dunn et al., 2006). De manière similaire 
aux cellules NK, les cellules T CD8+ cytotoxiques vont induire l’apoptose des cellules cancéreuses via 
la sécrétion de perforine et de granzymes mais aussi en interagissant avec les récepteurs de mort Fas 
et TRAIL (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand) présents sur les cellules 
transformées (Figure 5, p. 36).  
La coopération entre les immunités innée et adaptative va donc conduire à l’élimination des 
cellules cancéreuses et à la génération d’une mémoire immunologique spécifique des composants de 
la tumeur pour tenter d’empêcher la récurrence tumorale (Finn, 2012). Cependant, malgré les 
mécanismes engagés au cours de ces étapes initiales de l’immunosurveillance du cancer, certaines 
cellules tumorales sont susceptibles de s’adapter à la réponse immunitaire, peuvent résister et 
survivre à l’action cytotoxique du système immunitaire, sans pour autant pouvoir conduire 
immédiatement à l’émergence clinique d’une tumeur détectable : il s’agit de  la phase d’équilibre. 
 
37
a MCA
200–230 jours
Ig contrôle
αCD4/CD8/IFN-γ
b
0 100 200 300
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
S
u
rf
a
ce
 t
u
m
o
ra
le
 (c
m
2
)
WT + Ig
WT +
anti-CD4/CD8/IFN-γ
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
F
ra
ct
io
n
s 
d
e
 s
o
u
ri
s
p
o
rt
e
u
se
s 
d
e
 t
u
m
e
u
r
76
30
16 15
9
29
12
15
12
c
Temps après MCA (jours)
cIg anti-
TRAIL
anti-CD4/
CD8
anti-
IL-12
anti-CD4/
CD8/IFN-γ
anti-
NK1.1
anti-
NKG2D
anti-
IFN-γ
anti-CD4/
CD8/IL-12
Figure 6. Preuve expérimentale de l’existence de la phase d’équilibre au cours de l’immunoediing des 
tumeurs.
a) Protocole expérimental mis en place pour tester l’hypothèse que les tumeurs sont maintenues dans 
un état de dormance par l’immunité adaptaive au cours de la phase d’équilibre (Koebel et al., 2007).
b) Des souris C57Bl/6 immunocompétentes ont été traitées avec 25 µg de MCA et la croissance tumorale 
a été suivie. Au jour 200, les souris ne présentant pas de tumeurs (soit près de 80% des souris) ont reçu 
une injecion hebdomadaire soit d’immunoglobulines (Ig) contrôles soit d’anicorps monoclonaux 
ani-CD4/CD8/IFNγ. Dès lors que les composants du système immunitaire adaptaif sont déplétés chez 
certaines souris, une augmentaion du volume tumoral est observée tandis que celui-ci reste stable chez 
les souris traitées avec les Ig contrôles. Le mainien dans un état d’équilibre des cellules tumorales est 
mis en oeuvre par le système immunitaire adaptaif.
c) Histogramme représentant les fracions de souris iniialement traitées par MCA développant des 
tumeurs tardives après dépléion sélecive des composantes cellulaire et/ou moléculaire du système 
immunitaire inné et adaptaif. Les tumeurs d’abord maintenues à l’état d’équilibre (dormance cellulaire) 
évoluent uniquement sous forme de sarcome chez les souris traitées par MCA puis au jour 200 par des 
anicorps ciblant les effecteurs ou cytokines de l’immunité adaptaive (IL-12, IFNγ et les lymphocytes T 
CD4+ et CD8+). Ce phénomène n’est pas observé après dépléion des composants de l’immunité innée 
(NK1.1, TRAIL, NKG2D). 
Adapté de (Vesely et al.,2011).
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b) La phase d’équilibre : balance entre dormance tumorale et pression de 
sélection du système immunitaire adaptatif 
Les mécanismes moléculaires qui régissent la phase d’équilibre, et plus particulièrement la 
dormance tumorale contrôlée par le système immunitaire, sont encore mal compris du fait de la 
difficulté de modéliser cette phase chez la souris, et de l’observer et de la décrire chez l’Homme.  
Historiquement, le terme de dormance tumorale était utilisé pour décrire les tumeurs 
latentes présentes chez les patients pendant des années et qui pouvaient éventuellement se 
développer à l’échelle loco-régionale ou même former des métastases à distance (Aguirre-Ghiso, 
2007). Une étude marquante réalisée en 2007 par l’équipe de Robert D. Schreiber a mis en évidence 
pour la première fois que le système immunitaire (en particulier la composante adaptative) pouvait 
durablement maintenir les premières lésions cancéreuses dans un état d’équilibre avec l’hôte (Figure 
6, p. 38). Il s’agit d’une démonstration préclinique par la négative, dans la mesure où la déplétion des 
cellules T CD4+ et CD8+ et/ou la neutralisation par des anticorps monoclonaux de l’IFNγ et de l’IL-12, 
favorise la progression tumorale chez des souris immunocompétentes traitées avec un agent 
carcinogène, le MCA, et qui n’avaient pas encore développé de tumeurs (Koebel et al., 2007). A 
contrario, l’utilisation d’anticorps monoclonaux neutralisant les cellules NK (anti-NK1.1), la 
reconnaissance des cellules NK (anti-NKG2D) ou les fonctions effectrices de ces cellules (anti-TRAIL) 
ne favorise pas l’émergence de tumeurs décelables chez ces souris. Le système immunitaire adaptatif 
(et non le système immunitaire inné) est donc responsable du contrôle des tumeurs en phase 
d’équilibre. Plus récemment, une étude a démontré que la balance entre l’IL-12 (qui promeut 
l’élimination des cellules transformées), et l’IL-23 (favorisant la persistance des variants tumoraux) 
permettait le maintien dans un état d’équilibre (Teng et al., 2012). Cependant, la déplétion de l’IL-4, 
de l’IL-17A, de l’IL-10, du TNFα et des IFNα/β n’induit pas de reprise tumorale, et ces cytokines ne 
semblent donc pas importantes au cours de cette phase. Une autre récente étude a montré que la 
forte proportion de cellules T CD8+, de cellules NK et de cellules Tγδ et la faible proportion de cellules 
NKT, de cellules T régulatrices (Treg) Foxp3+ et de cellules myéloïdes suppressives (MDSC) dans 
l’environnement cellulaire des cellules cancéreuses étaient associées au maintien de celles-ci dans la 
phase d’équilibre (Wu et al., 2013). Cette étude confirme donc qu’il existe une balance relative entre 
les cellules immunosuppressives et les cellules effectrices anti-tumorales de la réponse immunitaire 
pendant la phase d’équilibre.  
Un certain nombre d’arguments cliniques viennent plaider pour l’existence d’une telle phase 
d’équilibre chez l’Homme : en effet, des observations cliniques suggèrent que les cancers peuvent 
rester dans un état de dormance pendant de nombreuses années avant que la tumeur ne progresse 
et devienne cliniquement détectable (Meng et al., 2004). Dans cette étude, chez 13 patientes sur 36 
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en rémission d’un cancer du sein, on observe des cellules tumorales circulantes (CTCs) entre 7 et 22 
ans après chirurgie sans preuve clinique de récidive. Il existe donc une balance entre le 
développement de cellules tumorales et la mort cellulaire chez ces patientes entrainant un état de 
dormance tumorale. De plus, le phénomène de récidive métastatique tardive chez des patientes 
atteintes de cancers du sein survenant des années (voire des dizaines d’années) après traitement de 
la tumeur initiale peut s’expliquer par l’action du système immunitaire sur les cellules tumorales 
persistantes (Karrison et al., 1999). Enfin, un scénario clinique qui illustre l’existence de la phase 
d’équilibre chez l’Homme est l’observation de quelques cas de transmission de cellules tumorales de 
donneurs d’organes aux receveurs de la greffe. Les donneurs d’organes n’avaient soit aucune histoire 
clinique vis-à-vis du cancer soit étaient en rémission durable d’un cancer avant la transplantation 
(MacKie et al., 2003), et la situation d’immunodéficience des patients transplantés facilite la 
croissance rapide et l’émergence clinique du cancer maintenu en phase d’équilibre par un système 
immunitaire compétent chez le donneur. 
Par ailleurs, il a été montré que la combinaison de l’IFNγ et du TNFα, cytokines produites par 
les lymphocytes Th1, permettrait de conduire les cellules cancéreuses dans un état de sénescence en 
induisant l’arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1 après l’activation de la protéine p16INK4a 
résultant à l’hypo-phosphorylation de la protéine Rb sur la sérine 795 (Braumuller et al., 2013). De 
manière intéressante, il a été également montré qu’en l’absence du récepteur au TNFα (TNFR) et de 
réponse à l’IFNγ, les mêmes cellules productrices de ces deux cytokines pouvaient promouvoir 
l’angiogenèse et la carcinogenèse (Muller-Hermelink et al., 2008). Cette observation permet de 
mettre en évidence le rôle du système immunitaire pendant la phase d’équilibre en fonction des 
altérations et des mutations que présentent les cellules transformées. En effet, le système 
immunitaire peut éliminer des cellules tumorales résiduelles grâce à ces fonctions cytotoxiques mais 
il peut également appliquer une pression de sélection qui va pousser les cellules tumorales à acquérir 
des mutations et à perdre leur immunogénicité leur permettant d’échapper à l’action du système 
immunitaire.  
 
c) La phase d’échappement : l’échec de la surveillance par le système 
immunitaire 
Si la phase d’élimination ne permet pas l’éradication complète des cellules transformées, la 
pression de sélection exercée par l’immunité adaptative lors de la phase d’équilibre va permettre 
peu à peu l’émergence de clones tumoraux ayant les capacités d’échapper à la réponse immunitaire 
anti-tumorale. C’est à ce stade que la tumeur devient cliniquement décelable.  
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Figure 7. Les principaux mécanismes d’échappement de la tumeur à la réponse immunitaire.
Sous l’effet de la pression immunologique constante, l’équilibre établi entre le système immunitaire et les 
cellules immunitaires et tumorales évolue en faveur de la progression tumorale. Au cours de 
l’immunosélecion, les cellules transformées immunogènes sont éliminées tandis que des variants 
tumoraux agressifs émergent. La tumeur va alors metre en place des mécanismes intrinsèques et 
extrinsèques pour échapper et inhiber le système immunitaire. Des altéraions généiques vont 
promouvoir la perte d’expression du CMH-I, la surexpression de molécules ani-apoptoiques (FLIP, Bcl-XL) 
ou l’expression de molécules inhibitrices présentes à la surface des cellules tumorales (PD-L1, FasL) : ces 
altéraions consituent les stratégies intrinsèques des cellules tumorales. De plus, les cellules 
transformées sécrètent des facteurs solubles immunosuppresseurs (TGF-β, IL-10, VEGF, LXR-L, IDO, 
gangliosides ou MICA soluble) ou recrutent également des cellules régulatrices (MDSC) pour générer un 
microenvironnement immunosuppresseur (IL-4, IL-13, GM-CSF, IL-1β, VEGF ou PGE2). Une foie recrutées, 
les MDSC inhibent l’immunité ani-tumorale en sécrétant des cytokines immunosuppressives comme 
l’IL-4 et l’IL-13 qui induisent le recrutement et la polarisaion des précurseurs myéloïdes en macrophages 
de type 2 (M� M2). Ces M� M2 vont alors produire du TGF-β, de l’IL-10 et du PGDF qui inhibent les 
lymphocytes T. L’accumulaion des MDSC conduit au blocage des foncions effectrices des cellules T via 
l’expression du TGF-β, d’ARG1 et d’iNOS. Les cellules T régulatrices (Treg) peuvent également inhiber les 
lymphocytes T cytotoxiques via plusieurs mécanismes et notamment grâce à l’expression de CTLA-4. 
Adapté de (Vesely et al., 2011).  
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Comment les cellules tumorales acquièrent-elles la capacité à échapper à la surveillance du 
système immunitaire ? En réalité, la phase d’équilibre entre les cellules immunitaires et les cellules 
cancéreuses est rompue lorsque les cellules tumorales subissent des modifications génétiques ou 
épigénétiques et phénotypiques leur permettant de contourner et de résister aux réponses 
immunitaires innée et adaptative (immunosélection). De plus, la tumeur va également induire à 
l’encontre de certaines cellules du système immunitaire de l’hôte, un état de tolérance 
immunologique favorable à sa survie et à son expansion chez les individus immunocompétents  
(immunosubversion) (Figure 7, p. 41).  
 
L’immunosélection 
La pression immunologique constante imposée par le système immunitaire provoque la 
sélection Darwinienne de cellules tumorales aptes à élaborer des stratégies leur permettant de se 
soustraire à la détection et/ou à l’élimination par les cellules du système immunitaire : ce 
phénomène est appelé immunosélection.  
Les cellules tumorales vont donc acquérir des modifications leur permettant d’échapper à la 
lyse induite par les lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Un mécanisme classique et relativement 
ubiquitaire mis en place par les cellules tumorales est la perte totale d’expression d’antigènes 
tumoraux, empêchant ainsi l’établissement d’une réponse immunitaire spécifique (Jager et al., 1996). 
De plus, la perte d’expression des molécules du complexe CMH de classe I/peptide a été décrite dans 
de nombreux cancers (Algarra et al., 2000) tels que le mélanome (Khong et al., 2004) ou le cancer du 
sein (Cabrera et al., 1996). Cette déficience d’expression du complexe de présentation antigénique 
peut être due à une anomalie de synthèse de la β2-microglobuline (Restifo et al., 1996) mais aussi à 
la perte des protéines de transport des peptides antigéniques tels que TAP1 (Transporter associated 
with Antigen Processing 1), LMP2 (Low Molecular mass Polypeptide 2) et LMP7 (Korkolopoulou et al., 
1996). Par ailleurs, les cellules tumorales peuvent développer une moindre sensibilité ou une 
insensibilité à l’IFNγ et aux IFNα/β empêchant également l’élimination par les CTL (Dunn et al., 2006; 
Snyder et al., 2014; Zaretsky et al., 2016). Les cellules tumorales sont également capables de 
développer des mécanismes d’échappement aux systèmes de lyse cellulaire impliquant la voie 
perforine/granzyme (Medema et al., 2001). Cette étude a ainsi mis en évidence que la surexpression 
de l’inhibiteur de sérine protéase PI-9 inactive le granzyme B, permettant donc l’échappement à la 
lyse des tumeurs. De la même manière, les cellules tumorales peuvent échapper à la reconnaissance 
par les cellules immunitaires innées grâce à la perte des ligands de NKG2D à leur surface (Stern-
42
Ginossar et al., 2008) ou via l’arrêt de la production de signaux de dangers pro-inflammatoires 
perturbant donc la maturation des DCs (Wang et al., 2004).  
Même si les antigènes tumoraux continuent à être exprimés, les cellules tumorales vont 
mettre en place d’autres stratégies d’échappement aux lymphocytes cytotoxiques. Il a, par exemple, 
été mis en évidence la diminution de l’expression ou la survenue de mutations des récepteurs de 
mort (Shin et al., 2001; Takahashi et al., 2006) mais aussi des mutations ou des phénomènes de 
méthylation de gènes impliqués dans l’apoptose comme par exemple pour le gène de la caspase 8, 
ou à l’inverse la surexpression de molécules anti-apoptotiques telles que FLIP (FLICE-Like Inhibitory 
Protein) (un inhibiteur de la caspase 8) (Kataoka et al., 1998) ou Bcl-xL (B-cell Lymphoma-extra large) 
(Hinz et al., 2000) ou encore l’expression de récepteur leurre de TRAIL (Giovarelli et al., 1999). 
 
L’immunosubversion 
En parallèle de ces phénomènes d’immunosélection, les cellules tumorales sont capables de 
développer des mécanismes actifs d’opposition à la réponse immunitaire anti-tumorale. Cette 
immunosubversion repose sur des mécanismes extrinsèques propres aux cellules cancéreuses et 
influençant le microenvironnement tumoral dans le sens d’une tolérance immunogène vis-à-vis de la 
tumeur.  
 
Immunosubversion directement établie par les cellules tumorales  
En effet, les cellules néoplasiques peuvent contrôler voire inhiber l’immunité anti-tumorale 
en exprimant à leur surface un certain nombre de molécules inhibitrices de la réponse immunitaire 
anti-tumorale, avec pour conséquence une diminution de la cytotoxicité des cellules immunes. Il a 
été ainsi mis en évidence que les cellules tumorales sont capables d’exprimer Fas-Ligand, capable 
d’induire la mort des lymphocytes T spécifiques de la tumeur (car exprimant Fas) (Hahne et al., 
1996). D’autre part, il a été montré que l’expression de molécules comme B7-H1 (PD-L1 
(Programmed cell Death Ligand 1)) (en réponse à l’IFNγ notamment), HLA-G (Human Leucocyte 
Antigen G) et HLA-E à la surface des cellules tumorales pouvait lier directement des récepteurs, tels 
que PD-1 (Programmed cell Death protein 1), présents à la surface des lymphocytes T et induire ainsi 
leur anergie et/ou leur apoptose (Derre et al., 2006; Dong et al., 2002; Topalian et al., 2012; Tripathi 
and Agrawal, 2006). De plus, l’expression par la tumeur de HLA-G et HLA-E peut également conduire 
à l’inhibition des effets cytotoxiques des cellules NK (Tripathi and Agrawal, 2006). 
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Par ailleurs, la production de formes solubles des ligands des récepteurs NKG2D tels que 
MICA (MHC class I polypeptide-related Chain A) soluble (sMICA) a été décrit comme mécanisme 
d’immunosubversion. En effet, l’induction de sMICA s’amplifie progressivement à mesure que le 
volume tumoral augmente et est capable, (contrairement aux ligands membranaires de NKG2D), de 
provoquer l’internalisation du récepteur (Holdenrieder et al., 2006), avec pour conséquence 
l’inhibition de la cytotoxicité établie par les cellules NK et les lymphocytes T CD8+ (Groh et al., 2002). 
De plus, la sécrétion de métabolites des stérols tels que des ligands de LXRα (Liver X Receptor α) 
semble à même de supprimer l’expression du récepteur CCR7 (Chemokine (C-C motif) Receptor 7) à la 
surface des DCs, les empêchant ainsi de migrer au niveau des ganglions lymphatiques afin d’assurer 
leur fonction de présentation antigénique aux cellules T naïves (Villablanca et al., 2010). La 
production tumorale de galectine peut, quant à elle, compromettre l’activité et la survie cellulaire T 
(Rubinstein et al., 2004). En outre, les cellules tumorales, mais aussi certaines cellules du 
microenvironnement tumoral, sont également capables de sécréter du monoxyde d’azote (NO) ou 
d’avoir une activité arginase 1 (ARG1) supra-physiologique, déplétant ainsi le milieu environnant en 
arginine (essentielle à la survie des cellules T), et conduisant ainsi à l’inhibition des principales 
fonctions lymphocytaires T (Bronte and Zanovello, 2005). De façon similaire, la dégradation du 
tryptophane par l’indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO), enzyme constitutivement exprimée par 
certains variants tumoraux ou par des cellules du microenvironnement (comme des DCs subverties 
par des cellules immunorégulatrices), favorise la résistance de la tumeur à la réponse immunitaire 
(Uyttenhove et al., 2003). La carence en tryptophane localisée au site tumoral bloque ainsi la 
prolifération des lymphocytes T CD8+ (Uyttenhove et al., 2003) et l’accumulation consécutive de 
kynurénines induit l’apoptose des lymphocytes T CD4+ (Terness et al., 2002). 
Certaines tumeurs sont également capables de produire des facteurs solubles 
immunosuppresseurs tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le TGF-β (Tumor Growth 
Factor β) et l’IL-10 qui sont capables de supprimer les fonctions effectrices des DCs, d’inhiber les 
cellules T et NK et de favoriser la vascularisation et la néoangiogenèse tumorale (Aruga et al., 1997; 
Gabrilovich et al., 1999; Wrzesinski et al., 2007). Enfin, l’activation constitutive de STAT3 (Signal 
Transducer and Activator of Transcription 3) dans les cellules tumorales permet l’inhibition de 
plusieurs signaux de danger pro-inflammatoires tels que l’inhibition de la sécrétion d’IFNβ, de TNFα 
ou de la chimiokine CCL5 (Chemokine (C-C motif) Ligand 5) conduisant à l’altération de la maturation 
des cellules dendritiques (Wang et al., 2004).  
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Immunosubversion établie par le recrutement et l’activation de cellules 
immunosuppressives   
En plus de ces mécanismes d’échappement à la réponse immunitaire anti-tumorale, 
directement établis par les cellules tumorales, des cellules immunitaires présentes au sein du 
microenvironnement tumoral peuvent également supprimer les fonctions effectrices du système 
immunitaire et conduire ainsi à l’échappement tumoral.  
Les cellules tumorales produisent des molécules immunosuppressives telles que le GM-CSF 
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor), l’IL-1β, l’IL-6, le VEGF et la prostaglandine E2 
(PGE2) qui vont favoriser l’expansion et l’accumulation de cellules myéloïdes immunosuppressives 
(MDSC) au niveau du site tumoral (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Les MDSC, population cellulaire 
hétérogène constituée de progéniteurs myéloïdes et de cellules myéloïdes immatures, vont pouvoir 
inhiber les fonctions effectrices lymphocytaires par divers mécanismes. En effet, ces cellules 
produisent ainsi des cytokines immunosuppressives comme le TGF-β (Li et al., 2009), qui va favoriser 
entre autre l’induction des lymphocytes T régulateurs (Treg) (Huang et al., 2006) ; vont séquestrer 
l’arginine et la cystéine, acides aminés essentiels pour les fonctions cellulaires T (Srivastava et al., 
2010) ; vont inhiber l’activation des lymphocytes T en nytrosylant leur TCR (T Cell Receptor) (Nagaraj 
et al., 2007). Les MDSC vont également sécréter de l’IL-6 et de l’IL-10 qui pourront agir de manière 
autocrine sur la phosphorylation de STAT3 permettant ainsi l’expansion et le maintien du phénotype 
MDSC, et établissant une boucle de rétrocontrôle positif qui est en partie responsable du potentiel 
d’immunosuppression de ces cellules (Chalmin et al., 2010).  
Des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) peuvent aussi être recrutées au sein de la 
tumeur et deviennent alors un acteur important des mécanismes d’immunosuppression. Bien que 
ces cellules en périphérie puissent stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale via la production 
d’IFNγ (Salio et al., 2003), celles retrouvées en quantité importante dans le microenvironnement 
tumoral sont phénotypiquement et fonctionnellement différentes, capables notamment d’induire la 
production d’IL-10 par les lymphocytes T, et même d’induire des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 
régulateurs (Gilliet and Liu, 2002; Moseman et al., 2004; Zou et al., 2001). Il a également été mis en 
évidence que le GM-CSF produit par les cellules cancéreuses confère aux pDC la capacité d’activer 
une réponse immune de type Th2 et Treg qui s’oppose à une réponse anti-tumorale cytotoxique 
efficace (Ghirelli et al., 2015). 
Les tumeurs sont par ailleurs fréquemment infiltrées par des macrophages ou TAMs (Tumor 
Associated Macrophages) et ceux-ci sont recrutés au niveau du lit tumoral par l’IL-4 et l’IL-13 
présentes dans le microenvironnement. Les TAMs expriment plus volontiers un phénotype de type 
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M2, c’est-à-dire produisant du TGF-β, de l’IL-10, de la PGE2, de l’arginase 1, du VEGF mais peu d’IL-12 
et d’IL-23. Ils favorisent donc ainsi une polarisation Th2 de la réponse immunitaire (Sica et al., 2000) 
et sont globalement tolérogènes, donc défavorables au rejet de la tumeur (au contraire des TAMs 
présentant un phénotype M1 qui gardent des propriétés tumoricides et la capacité d’induire une 
réponse Th1 et NK via la sécrétion d’IL-12) (Mantovani et al., 2008). De même, les TAMs de type M2 
favorisent le développement d’un stroma inflammatoire, en particulier d’une néoangiogenèse 
tumorale via la sécrétion de facteurs de croissance comme le PGDF (Platelet-Derived Growth Factor) 
et le VEGF (Mantovani et al., 2002; Sica et al., 2008). La présence de macrophages au sein d’une 
tumeur est donc généralement associée à un pronostic défavorable (dans le cancer du sein par 
exemple) (Aspord et al., 2007; Bingle et al., 2002; Medrek et al., 2012). 
Enfin, les lymphocytes T peuvent également être subvertis par la tumeur, et favoriser la 
progression tumorale. Le rôle des cellules Th2 dans le cancer est controversé mais leur production 
d’IL-4 et d’IL-13 va soutenir la polarisation des TAMs de phénotype M2 et va favoriser l’activation des 
MDSC par l’intermédiaire de la voie STAT6 (Aspord et al., 2007). Il a également été montré que l’IL-4 
induisait une résistance à l’apoptose des cellules tumorales. Cependant, le rôle des lymphocytes T 
régulateurs est quant à lui assez bien décrit. De manière générale, les Treg ont un rôle physiologique 
important puisqu’ils limitent les mécanismes liés à l’inflammation chronique et aux réactions d’auto-
immunité. Ces cellules sont caractérisées par l’expression des récepteurs CD4 et CCR4, par une forte 
expression du récepteur CD25 et par l’expression du facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box 
P3), facteur spécifique de la différenciation des lymphocytes Treg. Ces cellules peuvent être 
recrutées au niveau du site tumoral via le ligand de CCR4 (CCL22), qui est sécrété par les cellules 
dendritiques et les cellules tumorales. Après leur recrutement au niveau de la tumeur, les Treg 
peuvent induire une inhibition des fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD4+ et CD8+ entre 
autre par l’intermédiaire de la production d’IL-10 et de TGF-β et par une consommation importante 
d’IL-2 (Terabe and Berzofsky, 2004). La privation d’IL-2 a aussi pour conséquence d’induire une 
apoptose lymphocytaire CD4 (Pandiyan et al., 2007). Par ailleurs, l’expression d’un grand nombre de 
récepteurs inhibiteurs tels que PD-L1, CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4) ou 
encore LAG-3 (Lymphocyte-Activation Gene 3) favorise aussi l’inhibition de contact des lymphocytes T 
conventionnels (Huang et al., 2004; Terabe and Berzofsky, 2004). La production de TGF-β par les Treg 
a non seulement un rôle d’effecteur de tolérance en convertissant les cellules T effectrices en Treg 
mais est également impliquée dans le maintien de l’activité suppressive des Treg (Marie et al., 2005; 
Sakaguchi et al., 2009). Les cellules T régulatrices expriment également les ectonucléotidases CD39 et 
CD73 permettant la dégradation de l’ATP extracellulaire en adénosine, molécule immunosuppressive 
(ce point sera abordé et détaillé dans le prochain chapitre) (Deaglio et al., 2007). De la même façon 
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que les TAMs de type M2, ces cellules sont généralement associées à un pronostic défavorable dans 
un contexte tumoral, en particulier dans le cancer du sein (Bates et al., 2006; Gobert et al., 2009). 
 
Les lymphocytes T CD4
+
 sont donc le pivot de l’organisation de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Nous allons, dans un second temps, nous intéresser plus précisément aux cellules T CD4 
helper, et aux différents rôles qu’elles peuvent jouer lors de l’échappement des cellules cancéreuses à 
la surveillance du système immunitaire.   
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II. Les lymphocytes T CD4 et leur implication dans le 
développement tumoral 
La mise en place d’une réponse immunitaire adaptative de type humorale ou cytotoxique est 
intimement liée à la fonctionnalité des lymphocytes T CD4+ et à leur différenciation. Pendant plus de 
20 ans, les cellules T helper étaient limitées à deux sous-types décrits : les lymphocytes Th1 et 
Th2. En effet, Mosmann et Coffman, en 1987, ont décrit le paradigme Th1/Th2, deux sous-types 
lymphocytaires T ayant des rôles complémentaires mais néanmoins antagonistes (Mosmann and 
Coffman, 1987). L’environnement cytokinique des cellules T helper permet en effet leur polarisation 
vers deux sous-types principaux, aux propriétés différentes : les lymphocytes Th1, induits par la 
sécrétion d’IL-12, qui favorisent la mort des bactéries et des virus intracellulaires et sont donc 
responsables de la réponse immunitaire à médiation cellulaire et cytotoxique par l’intermédiaire de 
la sécrétion d’IFNγ tandis que les lymphocytes Th2, induits par la sécrétion d’IL-4, favorisent plutôt 
une immunité à visée extracellulaire et sont de fait responsables de la réponse immunitaire à 
médiation humorale via la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Murphy and Reiner, 2002). Par ailleurs, 
ces deux sous-types lymphocytaires sont théoriquement mutuellement exclusifs puisque l’IL-4 
sécrétée par les lymphocytes Th2 inhibe la génération de lymphocytes Th1 et l’IFNγ sécrétée par ces 
dernières inhibe la génération des lymphocytes Th2 (Yates et al., 2004). L’IFNγ et l’IL-4 sécrétées par 
les cellules Th1 et Th2, respectivement, induisent également l’expression des facteurs de 
transcription essentiels à la différenciation de ces deux sous-types lymphocytaires et à leur maintien 
dans le temps : T-bet (T box transcription factor) est le facteur de transcription spécifique des 
lymphocytes Th1 alors que GATA-3 (GATA-binding protein 3) est le facteur de transcription clé des 
lymphocytes Th2 (Szabo et al., 2000; Zheng and Flavell, 1997).  
Très rapidement, des fonctions anti-tumorales ont été attribuées aux lymphocytes Th1 : leur 
sécrétion d’IFNγ prévient en effet l’angiogenèse tumorale, augmente l’immunogénicité des cellules 
tumorales en augmentant l’expression des molécules de CMH I et II, favorisent le recrutement au site 
tumoral des lymphocytes T CD8+ et des cellules NK et augmente également l’activité anti-tumorale 
des macrophages (Bruno et al., 2014; Burkholder et al., 2014; Kennedy and Celis, 2008). À l’inverse, 
les lymphocytes Th2 sont plutôt associés à une augmentation de la croissance tumorale. Cette 
activité pro-tumorale semble principalement liée à la sécrétion d’IL-4 et d’IL-13 qui vont favoriser la 
survie des cellules tumorales (Li et al., 2008; Terabe et al., 2004). 
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Figure 8. La différenciaion des lymphocytes T CD4.
Après simulaion anigénique, l’engagement du TCR associé à la cosimulaion médiée par CD28 
concourent à l’acivaion et à la proliféraion d’un lymphocyte T CD4+. L’orientaion de la différenciaion 
cellulaire T CD4 est alors foncion de l’environnement cytokinique façonné par les cellules présentatrices 
d’anigènes professionnelles. La spécialisaion foncionnelle des lymphocytes T CD4+ est finalement 
coordonnée par un programme généique, lui-même placé sous le contrôle de facteurs de transcripion 
spécifiques. Chaque sous-type lymphocytaire T CD4+ aura un rôle au sein de la réponse immunitaire 
déterminé, entre autre, par les cytokines qu’ils produisent. Adapté de (O'Shea and Paul, 2010).
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Cependant, certaines observations expérimentales ne pouvaient être expliquées par ce 
clivage dichotomique Th1/Th2, et suggéraient l’existence d’autres sous-types lymphocytaires T CD4+ 
(Figure 8, p. 49). 
C’est ainsi qu’en 2005, une nouvelle population de lymphocytes T CD4+ a été décrite : les 
lymphocytes Th17 (Harrington et al., 2005). Ces cellules sont caractérisées par leur sécrétion d’IL-
17A, d’IL-17F, d’IL-21, d’IL-22 (Park et al., 2005), par leur expression du récepteur à l’IL-23 (IL-23R) et 
par un programme transcriptionnel orienté par le facteur de transcription RORγt (Retinoic acid 
receptor-related orphan receptor gamma t) (Ivanov et al., 2006). Ce nouveau sous-type 
lymphocytaire T est décrit pour avoir un rôle important durant les réponses immunitaires engagées 
contre les bactéries extracellulaires et les champignons (Weaver et al., 2007). En ce qui concerne le 
rôle des lymphocytes Th17 dans le cancer, celui-ci reste jusqu’à présent controversé (Bailey et al., 
2014) : l’IL-17A sécrétée par ces cellules favoriserait la progression tumorale et la néoangiogenèse 
ainsi que l’activation de STAT3 au sein des cellules tumorales (Wang et al., 2009). Mais, il a été 
également montré que ces cellules pouvaient diminuer la progression tumorale dans des modèles de 
mélanome murins (Martin-Orozco et al., 2009). 
Au même moment, il a été mis en évidence que des cellules T CD4+ naïves pouvaient, en 
présence d’une stimulation du TCR, de TGF-β et d’IL-2 se différencier en lymphocytes T régulateurs 
inductibles (iTreg) (Chen et al., 2003). Ces cellules sont caractérisées, comme les cellules T 
régulatrices naturelles (nTreg), par l’expression du facteur de transcription Foxp3 (Fontenot et al., 
2003). Ces lymphocytes T régulateurs sont impliqués dans les phénomènes de maintien de la 
tolérance, d’auto-immunité et de suppression de la réponse immunitaire (Curotto de Lafaille and 
Lafaille, 2009). Dans un contexte de tumeur maligne, ces cellules contribuent également à la 
progression tumorale dans une grande variété de cancers (Adeegbe and Nishikawa, 2013; Whiteside 
et al., 2012). 
C’est également au début des années 2000 qu’ont été identifiés les lymphocytes T 
Folliculaires helper (TFh), initialement décrits au niveau des organes lymphoïdes secondaires chez 
l’Homme (Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000). Ces lymphocytes expriment le récepteur CXCR5 
qui leur permet d’être maintenus au niveau des follicules lymphoïdes B où ils jouent un rôle dans la 
différenciation et la maturation des cellules B. Les cellules TFh favorisent ainsi, par l’intermédiaire 
des lymphocytes B, la production d’anticorps de très haute affinité via le processus de commutation 
de classe des immunoglobulines (Ig). Les lymphocytes TFh sont caractérisés par l’expression des 
facteurs de transcription Bcl6 (B cell lymphoma 6) et d’Ascl-2 (Achaete-scute complex homolog 2) et 
par la sécrétion d’IL-21 (Johnston et al., 2009; Liu et al., 2014; Tangye et al., 2013). Le rôle des 
lymphocytes TFh dans le cancer est encore mal connu. Cependant, deux études récentes ont montré 
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qu’ils étaient associés à un bon pronostic dans les cancers du côlon et du sein (Bindea et al., 2013; 
Gu-Trantien et al., 2013). 
Les lymphocytes Th9 ont, quant à eux, été identifiés et décrits plus récemment, en 2008, 
comme nouveau sous-type lymphocytaire T CD4+ car l’IL-9, une des principales cytokines qu’ils 
sécrètent, a longtemps été reliée à la production des lymphocytes Th2 (Dardalhon et al., 2008; 
Veldhoen et al., 2008). Les lymphocytes Th9 sont induits en présence de TGF-β et d’IL-4 et leur 
différenciation repose sur l’expression des facteurs de transcription PU.1 (Spi-1 proto-oncogene) et 
IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) (Chang et al., 2010; Staudt et al., 2010). Ces cellules produisent 
ainsi de grandes quantités d’IL-9 mais aussi de l’IL-21. Les lymphocytes Th9 sont principalement 
connus pour leur capacité à induire de fortes réponses pro-inflammatoires in vivo. Elles jouent 
également un rôle très important dans certaines maladies auto-immunes comme la sclérose en 
plaque (Stassen et al., 2012) et dans des phénomènes de réponse allergique tels que rencontrés au 
cours de l’asthme (Staudt et al., 2010). Même si le rôle de l’IL-9 dans ces pathologies n’a pas encore 
été expliqué, des études ont mis en évidence l’implication de cette cytokine puisque l’utilisation 
d’anticorps bloquant l’IL-9 in vivo ou de souris déficientes pour cette cytokine retarde l’apparition de 
l’EAE (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) et limite les effets de l’asthme. Dans un 
contexte de cancer, le rôle de ces cellules n’est pas encore très clair. Néanmoins, il semblerait que les 
cellules Th9 aient des propriétés anti-tumorales chez la souris grâce à leur capacité à recruter les 
cellules T CD8+ cytotoxiques et les cellules dendritiques via l’axe CCL20/CCR6 (Lu et al., 2012; Purwar 
et al., 2012). Notre équipe de recherche a par ailleurs récemment mis en évidence l’implication de 
ces cellules dans l’immunité anti-tumorale via la production d’IL-21 sous l’effet de l’IL-1β (Vegran et 
al., 2014). 
 
Lors de mes travaux de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés à deux sous-
types lymphocytaires T CD4
+
 : les lymphocytes Th17 et Th9. Les principales caractéristiques 
biologiques de ces deux populations lymphocytaires seront donc explicitées plus en détails dans cette 
deuxième partie.  
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spécique des cellules Th17: RORγt
•
 développement de la maladie de Crohn
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que de l’IL-12p40
autorisé pour le
IL-23 (et non   l’IL-12) favorise 
l’auto-immunité
•  IL-23 induit la production 
d’IL-17 par les cellules T CD4
•  Les souris décientes en IL-23
ne présentent plus de cellules
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Les Th17 favorise l’in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ques de
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SA, Spondylarthrite Ankylosante ; EAE, Encéphalopathie Auto-immune Expérimentale ; IL, InterLeukine ; IL-12p40, sous-unité p40 de l’IL-12 et IL-23 (aussi
connue comme IL-12β) ; IL-23p19, sous-unité p19 de l’IL-23 ; SP, Sclérose en Plaques ; AR, Arthrite Rhumatoïde ; RORγt, Retinoic acid receptor  
related Orphan Receptorγ t ; TGF-β, Transforming Growth Factor-β ; Th, T helper.
+
IL-17
Les mutations de IL-23R sont liés au 
et pour l’induction   
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Figure 9. Historique de la découverte et de la biologie des lymphocytes Th17.
Adapté de (Gaffen et al., 2014).  
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1. Les lymphocytes Th17 
a) Biologie des lymphocytes Th17 
            i)        Découverte et mise en évidence  
La découverte des lymphocytes Th17 a eu lieu environ 20 ans après l’établissement du 
paradigme Th1/Th2. L’existence des lymphocytes Th17 a été supposée suite à des observations faites 
dans un modèle expérimental murin d’encéphalopathie auto-immune ou « EAE ». Ce modèle était à 
l’origine décrit pour être un modèle dépendant des lymphocytes Th1 puisque des expériences de 
déplétion cytokinique ciblant la sous-unité p40 de l’IL-12 (composée de deux sous-unités : p40 et 
p35) ont montré qu’en déplétant cette sous-unité la gravité de la maladie était atténuée. Comme l’IL-
12 est la cytokine indispensable à la polarisation des cellules Th1, les scientifiques étaient donc 
d’accord sur le fait que ces lymphocytes étaient intimement liés à la pathogénie de l’EAE. Cependant, 
cette théorie fut rediscutée avec les travaux de l’équipe d’A. Rostani qui montraient que des souris 
déficientes pour la sous-unité p40 de l’IL-12 (IL-12p40-/-) étaient résistantes à l’induction de l’EAE 
alors que les souris IL-12p35-/- étaient, quant à elles, sensibles et développaient la maladie. Or, dans 
les deux cas, l’IL-12 n’était pas fonctionnelle et cette cytokine ne pouvait donc pas induire la 
polarisation de cellules T CD4+ naïves en lymphocytes Th1. L’absence d’IL-12p40 rendant les souris 
résistantes à l’EAE, les chercheurs en ont conclu qu’il existait une redondance fonctionnelle pour la 
sous-unité p40 (Gran et al., 2002). La possibilité que cette sous-unité soit partagée par deux 
cytokines distinctes avait été envisagée et fut démontrée en 2003 par l’équipe de J.D. Sedgwick : l’IL-
12 et l’IL-23 partagent cette sous-unité et c’est l’IL-23, et non l’IL-12, qui est impliquée dans la 
survenue de l’EAE (Cua et al., 2003; Oppmann et al., 2000). L’IL-23 fut ensuite décrite pour avoir un 
rôle central dans la production d’IL-17A, cette cytokine jouant alors un rôle plus important que l’IFNγ 
dans le modèle d’EAE. Ces résultats ont donc conduit à revoir la classification des lymphocytes T 
helper, alors uniquement composée des lymphocytes Th1 et Th2, et les cellules T CD4+ sécrétrices 
d’IL-17A formèrent un nouveau sous-groupe T helper : les lymphocytes Th17 (Harrington et al., 2005; 
Langrish et al., 2005) (Figure 9, p. 52).  
 
          ii)        Caractéristiques biologiques et fonctionnelles 
Les lymphocytes Th17 ont ensuite été décrits pour leurs propriétés biologiques et 
fonctionnelles. Il a été ainsi mis en évidence que ce sous-type lymphocytaire était impliqué dans la 
protection de l’organisme face aux pathogènes extracellulaires tels que K. pneumoniae, E. coli, C. 
rodentium ou encore B. fragilis mais également face à certaines espèces de champignons pathogènes 
(Annunziato et al., 2008; Ouyang et al., 2008).  
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PROMOTION
INHIBITION
Sous l’effet de la pression immunologique constante, l’équilibre établi entre le système immunitaire et les 
cellules immunitaires et tumorales évolue en faveur de la progression tumorale. Au cours de 
l’immunosélecion, les cellules transformées immunogènes sont éliminées tandis que des variants 
tumoraux agressifs émergent. La tumeur va alors metre en place des mécanismes intrinsèques et 
extrinsèques pour échapper et inhibier le système immunitaire. Des altéraions généiques vont 
promouvoir la perte d’expression du CMH-I, la surexpression de molécules ani-apoptoiques (FLIP, Bcl-XL) 
ou l’expression de molécules inhibitrices présentes à la surfacees cellules tumorales (PD-L1, FasL) : ces a
Figure 10. Représentaion schémaique des voies de signalisaion et de la régulaion transcripionnelle 
du programme de différenciaion des lymphocytes Th17. 
Adapté de (Muranski & Resifo, 2013).
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Les lymphocytes Th17 présentent des propriétés pro-inflammatoires biologiques provenant 
de leur capacité à produire plusieurs types de cytokines : IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-21, IL-22 et TNFα 
(Harrington et al., 2005; Liang et al., 2006; Park et al., 2005). Ces cytokines exercent un rôle 
prépondérant dans le recrutement et l’activation des neutrophiles mais elles présentent également 
des fonctions importantes dans l’activation des cellules NK, des lymphocytes T CD8+ et dans la 
différenciation des cellules B (Korn et al., 2009; Leonard and Spolski, 2005). Cependant, les propriétés 
pro-inflammatoires des lymphocytes Th17 sont dépendantes de l’environnement cellulaire et 
cytokinique dans lequel ils se trouvent. Par ailleurs, nous allons voir que dans un contexte tumoral, 
ces cellules peuvent également acquérir des fonctions immunorégulatrices et impliquant une 
cytokine majeure du microenvironnement tumoral : le TGF-β (Martin et al., 2012). 
 
          iii)       Différenciation des cellules Th17 d’un point de vue moléculaire 
La polarisation des lymphocytes Th17 nécessite l’expression et l’activation d’un grand 
nombre de facteurs de transcription interdépendants et exprimés de manière séquentielle. Le 
programme de différenciation de ces cellules est initié par les signaux induits par le TGF-β et l’IL-6 
après fixation sur leurs récepteurs respectifs : les TGFβ-RI et -RII et l’IL-6R (Figure 10, p. 54). 
Le signal induit après fixation du TGF-β sur le TGFβ-RI va favoriser l’activation des protéines 
SMAD2/3 par phosphorylation avec pour conséquence la répression de l’expression du facteur de 
transcription Tbx21 (T-bet). La répression de Tbx21 permet d’inhiber la mise en place du profil de 
différenciation Th1 et de lever la répression transcriptionnelle de Rorc. L’activation du TGFβ-RII après 
fixation du TGF-β va, quant à elle, permettre d’induire la voie PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase)/AKT 
et ainsi favoriser l’action du complexe mTORC1 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1). Ce 
complexe est impliqué dans la régulation de la synthèse protéique et de la prolifération cellulaire et 
permet également l’expression du facteur HIF-1α (Hypoxia inducible factor 1α) (Kim et al., 2013; Shi 
et al., 2011). L’activation de cette voie de signalisation, qui sera amplifiée par le signal induit par l’IL-
6, permet également de limiter l’expression protéique de Foxp3 en induisant sa dégradation par le 
protéasome (Dang et al., 2011). L’IL-6, quant à elle, induit l’activation du facteur de transcription 
STAT3, qui est un facteur essentiel à la mise en place correcte du programme de différenciation et 
fait partie des « master regulator » des lymphocytes Th17 (Ciofani et al., 2012) (Figure 10, p. 54). 
Pour jouer son rôle de facteur de transcription, STAT3 doit migrer dans le noyau et doit donc 
subir plusieurs modifications post-transcriptionnelles : une phosphorylation de la tyrosine 705 par 
l’intermédiaire de la kinase JAK2 et une acétylation de plusieurs lysines (K679, K685, K707 et K709) 
par la protéine CBP/p300 (CREB-binding protein/p300) (Yuan et al., 2005). Aucune donnée dans la 
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Figure 11. Structure moléculaire du facteur de transcripion STAT3. 
A) STAT3 est un facteur de transcripion composé de différents domaines lui permetant de jouer son rôle 
de facteur de transcripion. Il est principalement composé d’un domaine N-terminal (NTD), d’un domaine 
« Coiled Coil » et d’un domaine d’interacion avec l’ADN (DNA Binding). Il possède également un domaine 
Linker qui permet de faire le lien avec le domaine SH2 permetant la fixaion de JAK2 et de CBP/p300 et qui 
possède deux sites d’acétylaion : K679 et K685. Le domaine de transacivaion permet quant à lui la 
dimérisaion de STAT3 (induite après simulaion par l’IL-6). Ce domaine possède un site de 
phosphorylaion (Y705) et deux sites d’acétylaion (K707 et K709).
B) Schéma détaillant la séquence pepidique de STAT3 au niveau des sites d’acétylaion et de 
phosphorylaion.
Adapté de (Domoszlai et al., 2014) et de (Nie et al., 2009).
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littérature n’a pu montrer, jusqu’à aujourd’hui, l’importance de l’acétylation de STAT3 dans le bon 
déroulement de la polarisation des cellules Th17. Cependant, plusieurs études ont pu mettre en 
évidence que l’activation par phosphorylation de STAT3 nécessite au préalable son acétylation dans 
plusieurs modèles pathologiques. Il semble, en effet, que la fixation de JAK2 au niveau du domaine 
SH2 de STAT3 nécessite en amont l’acétylation des lysines présentes dans ce domaine (la lysine 685 
en particulier) (Nie et al., 2009) (Figure 11, p. 56). 
L’activation de STAT3 permet son homodimérisation et la formation des complexes multi-
protéiques (CBP/p300, BATF (Basic leucine zipper transcription, ATF-like), IRF4, NFAT (Nuclear Factor 
of Activated T-cell) nécessaires à sa migration dans le noyau et à son activité de régulateur 
transcriptionnel. Une fois transloqué dans le noyau, STAT3 va pouvoir induire l’expression génique de 
différentes cytokines et facteurs de transcription qui auront pour rôle de soutenir et de poursuivre le 
programme de différenciation. STAT3 va permettre, entre autre, d’induire l’expression du récepteur 
à l’IL-23 (IL-23R) qui captera alors l’IL-23 produite par les cellules dendritiques ou les macrophages. 
L’expression de ce récepteur est fondamentale puisqu’elle va favoriser le maintien d’une activation 
paracrine de la voie de signalisation STAT3 et par voie de conséquence le phénotype Th17 (Iwakura 
and Ishigame, 2006).  
En ce qui concerne les facteurs de transcription HIF-1α, BATF, RORα (Retinoic acid receptor-
related Orphan Receptor alpha) et RORγt, l’expression génique de ces facteurs est directement 
régulée par STAT3. Comme nous l’avons vu précédemment, le facteur HIF-1α joue un rôle important 
dans la répression de Foxp3 et dans l’induction de Rorc ; mais il contribue également à la régulation 
et à l’adaptation métabolique des lymphocytes Th17. Comparativement aux autres sous-types T 
helper et plus particulièrement aux Treg, les cellules Th17 présentent un flux glycolytique très 
important et produisent via cette voie métabolique principalement l’ATP nécessaire à leur 
prolifération. HIF-1α intervient ainsi comme un régulateur de l’expression génique d’un grand 
nombre de transporteurs tels que le transporteur du glucose Glut1 ou le transporteur d’acides 
monocarboxyliques MCT4 (MonoCarboxylate Transporter 4) et d’enzymes glycolytiques comme HK2 
(HexoKinase 2), GPI (Glucose-6-Phosphate Isomerase), TPI (Triose-Phosphate Isomerase), Eno1 
(Enolase 1), PKM (Pyruvate Kinase Muscle) ou encore LDH-α (Lactate DesHydrogenase α) impliqués 
dans la glycolyse (Shi et al., 2011). L’absence d’HIF-1α perturbe complétement la régulation 
métabolique des lymphocytes Th17 et rend ainsi résistantes les souris à l’EAE (Shi et al., 2011). Dans 
un contexte de cancer, cette propriété métabolique dépendante du facteur HIF-1α est à prendre en 
compte. En effet, ce facteur de transcription est stabilisé par le manque d’oxygène et l’hypoxie 
tumorale peut donc jouer un rôle dans le maintien du phénotype Th17 et la balance Treg/Th17 en 
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réprimant l’expression du facteur de transcription Foxp3 (Barbi et al., 2013; Dang et al., 2011) (Figure 
12, p. 58). 
Par ailleurs, BATF est un facteur de transcription également impliqué dans la polarisation des 
lymphocytes Th17. Lorsque BATF est absent, le déroulement de la maturation des cellules Th17 est 
complétement perturbé : des études montrent ainsi que ce facteur est capable de réguler 
positivement l’expression génique de cytokines caractéristiques de ces cellules telles que l’IL-17A, 
l’IL-17F, l’IL-21 et l’IL-22 mais également l’expression du gène Rorc codant pour le facteur de 
transcription clé des Th17 (Schraml et al., 2009).  
Le facteur de transcription RORγt est particulièrement important dans la différenciation des 
lymphocytes Th17 puisqu’il permet à la fois de réguler négativement l’expression des cytokines ou 
des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation lymphocytaire Th1 (Tbx21, Stat4, Ifng) 
ou Th2 (Il4, Il13, Ccl5) et d’induire l’expression des cytokines caractéristiques du phénotype Th17 
(Il17a, Il17f, Il21, Il22, Ccl20) (Ciofani et al., 2012). L’expression de RORγt permet également le 
maintien du profil Th17 grâce à la stimulation autocrine (via l’IL-21 et l’IL-22) et paracrine (via l’IL-23 
produite par les cellules dendritiques et les macrophages) de la voie de signalisation STAT3. L’équipe 
de Dan R. Littman et bien d’autres ont mis en évidence le rôle central de RORγt dans la 
différenciation des lymphocytes Th17 et dans l’inhibition des autres profils lymphocytaires T helper 
(Ivanov et al., 2006; Yang et al., 2008). Ainsi, l’absence de ce facteur permet de limiter, à elle seule, 
l’apparition de presque tous les signes cliniques de l’EAE. Néanmoins, elle ne permet pas d’abolir 
complétement la maladie puisqu’un autre facteur de transcription faisant partie de la même famille 
que RORγt, RORα, contribue également à l’expression des cytokines du phénotype Th17 (Yang et al., 
2008). 
D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans la polarisation des lymphocytes Th17 
mais ne sont pas directement régulés par STAT3. Nous pouvons citer Ahr (Aryl hydrocarbon Receptor) 
qui est un facteur de transcription activé par la présence d’hydrocarbures aromatiques. La présence 
des ligands d’Ahr permet à ce facteur de se dissocier de la protéine de choc thermique HSP90 (Heat 
Shock Protein 90) et de lier le facteur ARNT (Ahr Nuclear Translocator) afin de se transloquer dans le 
noyau pour induire l’expression de l’IL-22 (Monteleone et al., 2011). Enfin, nous pouvons également 
évoquer le rôle des facteurs de transcription NFAT et SGK1 (Serum and Glucocorticoid-regulated 
Kinase 1), qui sont tous deux sensibles au stress osmotique. C’est ainsi que de récents travaux publiés 
dans la revue Nature ont montré qu’un régime riche en chlorure de sodium avait pour conséquence 
d’amplifier la polarisation Th17 et de sensibiliser les souris à l’EAE. Cette étude a notamment pu 
mettre en évidence que l’excès de sel provoque une activation de la voie p38/MAPK (Mitogen-
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Activated Protein Kinase) et donc l’activation des facteurs de transcription NFAT et SGK1 qui favorise 
l’expression de l’IL-17A (Kleinewietfeld et al., 2013). 
Enfin, il faut citer les cytokines et les facteurs de transcription qui vont réguler négativement 
la différenciation et la polarisation Th17 : les cytokines de type Th1, l’IL-12 et l’IFNγ, qui, par 
l’intermédiaire de STAT1 et de STAT4, permettent la répression du gène Rorc via l’activation de 
l’expression de T-bet et en modulant l’activité de STAT3 (Mukasa et al., 2010). L’IL-27 est également 
impliquée dans la régulation de la balance Th1/Th17 puisque comme l’IFNγ, elle va conduire à 
l’activation de STAT1 et donc à l’expression de T-bet (Villarino et al., 2010). En outre, l’IL-4, cytokine 
de type Th2, permet également de contrecarrer le programme de différenciation Th17 en 
provoquant une déstabilisation des complexes STAT3/IRF4 au profit des complexes STAT6/IRF4 pour 
induire le facteur de transcription GATA3. Ce facteur agira ensuite comme un répresseur 
transcriptionnel des gènes du programme Th17 (Cooney et al., 2011; Hirahara et al., 2010). L’IL-2 est 
également une cytokine importante dans la régulation du programme de différenciation Th17. Elle va 
ainsi moduler l’expression génique de l’Il17a et de l’Il17f via l’activation de STAT5 qui va alors rentrer 
en compétition avec STAT3 au niveau des promoteurs de ces deux gènes (Yang et al., 2011).  
 
b) Plasticité et rôle ambivalent des lymphocytes Th17 
Il a en effet été mis en évidence chez l’Homme et chez la souris que les lymphocytes Th17 
pouvaient présenter des caractéristiques phénotypiques et des propriétés fonctionnelles différentes 
en fonction des cytokines présentes au moment de la différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs 
en Th17, et ce même après leur maturation effectuée. Comme explicité précédemment, l’induction 
de la polarisation des cellules T CD4+ naïves en Th17 nécessite la présence d’IL-6 et de TGF-β. La 
présence dans le milieu environnant d’IL-1β et d’IL-23 permet, quant à elle, de maintenir le 
phénotype Th17 à long terme. La polarisation Th17 dépend donc d’un grand nombre de cytokines, 
dont les quantités et les proportions évoluent de manière différente dans l’organisme : la 
signalisation induite par une cytokine présente en quantité importante dans l’environnement du 
lymphocyte aura donc l’ascendant sur les signaux provoqués par des cytokines présentes en plus 
faible quantité dans ce même environnement.  
 
            i)      Capacités d’immunosuppression des lymphocytes Th17 :  
Tout d’abord, il a été démontré chez la souris que les lymphocytes Th17 au sein de la tumeur 
étaient fonctionnels et donc sécréteurs d’IL-17A suite à l’activation de RORγt. L’IL-17A peut stimuler 
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la production de facteurs angiogéniques, comme le VEGF, par les cellules stromales et les fibroblastes 
qui favorisent alors la construction d’un réseau vasculaire alimentant la tumeur (Berger et al., 2013; 
Chung et al., 2013). De plus, la stimulation de la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et pro-
angiogéniques comme le VEGF a également un effet sur les cellules du système immunitaire puisque 
ces facteurs peuvent inhiber le développement des cellules dendritiques, favorisant donc 
l’immunosubversion et la croissance tumorale (Gabrilovich et al., 1998). Il a également été mis en 
évidence que l’IL-17 permettait le recrutement de macrophages au site tumoral ; ces cellules 
constituent une source d’IL-6 capable d’activer la voie oncogène STAT3 favorisant ainsi la progression 
tumorale (Fossiez et al., 1996). 
Dans le cadre de la polarisation des lymphocytes Th17, il est clairement montré que 
l’intensité des signaux induits par le TGF-β peut modifier complètement la destinée biologique des 
Th17. Ceci est particulièrement vrai dans un contexte de cancer, puisque la grande majorité des 
tumeurs malignes se développent au sein d’un microenvironnement riche en TGF-β (Martin et al., 
2012). Notre équipe a pu montrer, chez la souris, que la présence dans l’environnement cellulaire 
d’IL-6 et de TGF-β au moment de la polarisation des lymphocytes T CD4+ naïfs en Th17, permettait 
d’induire l’expression de deux enzymes à la surface de ces cellules : les ectonucléotidases CD39 
(Entpd1) et CD73 (Nt5e). Ces deux enzymes permettent la dégradation de l’ATP et de l’ADP 
extracellulaires en AMP puis en adénosine. Elles contribuent ainsi à transformer l’ATP, molécule 
immunostimulante (car ligand du récepteur P2X7 et activateur de l’inflammasome NLRP3) en 
molécule immunosuppressive : l’adénosine, qui constitue le ligand du récepteur A2Ar entre autre, et 
qui se comporte comme une molécule inhibitrice de la réponse cytotoxique par des effets suppressifs 
multiples sur les lymphocytes T, les cellules NK ou les cellules dendritiques (Beavis et al., 2012). Le 
TGF-β joue un rôle important dans l’expression de ces deux enzymes puisqu’il permet d’inhiber le 
facteur Gfi-1 (Growth factor independent-1) qui est un répresseur transcriptionnel des gènes Entpd1 
et Nt5e. L’IL-6 permet, quant à elle, d’induire l’expression de ces gènes via l’activation de STAT3. De 
plus, le TGF-β a plutôt un rôle inhibiteur en ce qui concerne la sécrétion d’IFNγ par les lymphocytes 
Th17 tandis que la présence d’IL-1β et d’IL-23 favorise sa sécrétion. Les signaux induits précocement 
sont donc le fondement des fonctions immunologiques que présenteront les lymphocytes Th17 et il 
est clairement montré que le TGF-β joue un rôle important dans l’orientation des cellules Th17 vers 
un sous-type régulateur ou bien inflammatoire (Chalmin et al., 2012) (Figure 13, p. 61). Les cellules 
Th17 régulatrices (rTh17) vont présenter des caractéristiques communes aux lymphocytes Treg, qui 
eux aussi expriment les ectonucléotidases à leur surface contribuant ainsi à une part de leurs 
fonctions immunosuppressives (Deaglio et al., 2007). Par ailleurs, il a été mis en évidence que les 
lymphocytes Th17 peuvent également se repolariser en lymphocytes Treg (correspondant alors à des 
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cellules IL-17A+ Foxp3+). Les mécanismes moléculaires associés à cette repolarisation sont encore mal 
compris mais impliquent certainement le TGF-β présent au niveau de la tumeur (Du et al., 2014). 
 
         ii)        Propriétés inflammatoires des lymphocytes Th17 :  
D’autres travaux de recherche ont mis en évidence un rôle anti-tumoral des lymphocytes 
Th17. En effet, l’IL-21 sécrétée par les Th17 active les fonctions anti-tumorales des cellules NK et des 
lymphocytes T cytotoxiques et induit notamment la production d’IFNγ pouvant expliquer la 
mobilisation des lymphocytes Th1 au niveau de la tumeur (Nunez et al., 2013).  
Par ailleurs, des études récentes montrent que les lymphocytes Th17 peuvent se convertir en 
cellules « Th1-like ». Il a été ainsi suggéré que l’expression de protéines de surface comme CD161 et 
CCR6 permettaient de discriminer les cellules Th1-like dérivant de cellules Th17, des lymphocytes Th1 
classiques. En effet, les cellules polarisées par l’IL-6 et le TGF-β en lymphocytes Th17 immatures 
expriment CD160, CCR6 et le récepteur à l’IL-23 mais elles ne produisent pas d’IL-17A. Lorsqu’elles 
sont en présence d’IL-1β et d’IL-23, elles commencent alors à produire de l’IL-17A et acquièrent un 
profil phénotypique de Th17 matures (c’est-à-dire production d’IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 et TNFα). 
Le phénotype Th17 typique est maintenu si l’environnement est favorable (c’est-à-dire riche en IL-
23). Néanmoins, dans un contexte cytokinique favorable aux lymphocytes Th1 (riche en IL-12), les 
cellules Th17 matures peuvent se transdifférencier en cellules Th17/Th1 : ces cellules sont faiblement 
productrices d’IL-17A et sécrètent comme les lymphocytes Th1 de grandes quantités d’IFNγ. Les 
caractéristiques phénotypiques de ces cellules sont alors modifiées puisqu’elles exprimeront en plus 
des marqueurs de surface Th17 (CCR6, CD161, IL-23R) un marqueur typique des lymphocytes Th1 : le 
marqueur CXCR3 (Acosta-Rodriguez et al., 2007) (Figure 13, p. 61). 
La littérature laisse donc à penser que la plasticité des lymphocytes Th17 permet la 
polarisation de deux phénotypes Th17 en fonction du contexte cytokinique : d’une part les cellules 
Th17 régulatrices immunosuppressives générées plutôt en présence de TGF-β et d’IL-6 et exprimant 
les ectonucléotidases CD39 et CD73, et d’autre part les cellules Th17 inflammatoires et anti-
tumorales générées en présence d’IL-1β, d’IL-6 et d’IL-23, productrices d’IL-17A mais également 
d’IFNγ. Les cellules Th17 régulatrices sécrètent également de l’IL-10 ce qui va abolir la fonction pro-
inflammatoire des Th17 et réduire leur pathogénicité (McGeachy et al., 2007). 
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c) Stratégies thérapeutiques permettant de cibler les lymphocytes Th17 
À l’heure actuelle, les stratégies thérapeutiques envisagées pour cibler les cellules Th17 
reposent principalement sur la neutralisation des cytokines que produisent ces cellules. Des études 
cliniques réalisées dans le cadre de maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde ou 
le psoriasis ont montré que cibler avec des anticorps l’IL-17A (Secukinumab) (Langley et al., 2014), 
l’IL-17F, l’IL-23 (Tildrakizumab) (Kopp et al., 2015), le TNFα (Adalimumab) (Pope et al., 2013) ou 
encore le récepteur à l’IL-17A/F (IL-17RA, Brodalumab) (Mease et al., 2014) peut constituer des 
stratégies efficaces dans ces maladies inflammatoires. Certains anticorps thérapeutiques sont ainsi 
déjà utilisés dans le traitement de ces pathologies auto-immunes ; cependant il est, à l’heure 
actuelle, difficile de connaître l’efficacité de ces traitements en oncologie puisque les essais cliniques 
en oncologie avec de telles molécules sont encore assez rares et que le rôle pathogène des 
lymphocytes Th17 semble variable d’un type tumoral à l’autre. Néanmoins, l’utilisation de ces 
traitements pourrait avoir un intérêt dans la prise en charge des cancers pour lesquels les Th17 
semblent jouer un rôle néfaste, comme les cancers du sein, du côlon ou encore du poumon. À titre 
d’exemple, les inhibiteurs de l’IL-23 pourraient permettre de limiter la différenciation et la 
polarisation des lymphocytes Th17 et ainsi plutôt favoriser la polarisation des cellules en 
lymphocytes Th1. 
Certaines stratégies thérapeutiques reposent sur l’utilisation d’anticorps monoclonaux 
capables de neutraliser les cytokines impliquées dans la mise en place du profil des lymphocytes 
Th17. L’IL-1β et l’IL-6 sont les cytokines les plus ciblées parce qu’elles sont toutes deux impliquées 
dans l’activation des propriétés inflammatoires et angiogéniques des lymphocytes Th17. Le 
Tocilizumab, qui est un anticorps neutralisant le récepteur de l’IL-6, et le Siltuximab, anticorps 
neutralisant quant à lui la cytokine IL-6, sont deux médicaments utilisés dans le traitement des 
maladies auto-immunes et inflammatoires et engendrent une diminution du profil Th17 au profit du 
phénotype Treg (Mesquida et al., 2014; Saggini et al., 2014). La neutralisation de l’IL-1β est 
également envisagée pour limiter la polarisation Th17 et cette neutralisation est testée en oncologie 
dans la prise en charge du cancer colorectal en association avec le 5-Fluorouracile (5-FU) (étude 
clinique en cours, NCT02090101). 
Des inhibiteurs de kinases peuvent être également utilisés pour cibler de manière plus ou 
moins spécifique les lymphocytes Th17. Citons, par exemple, le Tofacitinib et l’Apremilast. Le 
Tofacitinib va inhiber la kinase JAK2, ce qui permet de limiter l’activation du facteur STAT3 et donc 
d’inhiber en partie le programme de différenciation Th17. Une réelle efficacité de ce médicament a 
été montrée dans le traitement du psoriasis et l’amélioration des lésions cutanées a été associée à 
une chute des marqueurs des cellules Th17 (expression génique de l’Il17a et de l’Il22) (Krueger et al., 
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2016). L’Apremilast est, quant à lui, un inhibiteur de la phosphodiestérase 4 (PDE4) : c’est une 
enzyme qui permet la conversion de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) en AMP. 
L’inhibition de la PDE4 avec l’utilisation de l’Apremilast induit une élévation de la concentration 
intracellulaire d’AMPc qui va en retour freiner la réponse inflammatoire (via une chute de l’activation 
des voies de signalisation dépendante de NFκB et de JNK). Cet inhibiteur n’est donc pas 
spécifiquement utilisé pour moduler et limiter la différenciation des lymphocytes Th17 ; cependant 
plusieurs études ont mis en évidence chez l’Homme, que l’efficacité du médicament était corrélée à 
une chute de la concentration plasmatique des cytokines sécrétées par les lymphocytes Th17 telles 
que le TNFα, l’IL-6 et l’IL-17A (Gottlieb et al., 2013; Schafer et al., 2015). 
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2. Les lymphocytes Th9 
a) Biologie des lymphocytes Th9 
           i)       Découverte et mise en évidence 
Les lymphocytes Th9 ont été découverts et caractérisés en 2008 simultanément par deux 
laboratoires différents (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). Jusqu’alors, l’IL-9 était 
considérée comme une cytokine produite uniquement par les lymphocytes Th2. Cependant, l’équipe 
de M. Veldhoen a mis en évidence que le TGF-β était capable de détourner le programme de 
différenciation Th2 vers un programme de différenciation induisant la production d’IL-9 par un sous-
type lymphocytaire T CD4+ (Veldhoen et al., 2008). Dans le même temps, l’équipe de V. Dardalhon a 
démontré que l’IL-4 était capable de bloquer l’induction du facteur de transcription Foxp3 au sein 
des lymphocytes Treg, aboutissant ainsi à l’émergence d’une population T helper produisant de façon 
prédominante de l’IL-9 (Dardalhon et al., 2008). Ces deux études ont permis de mettre en évidence 
un nouveau sous-type T CD4+ caractérisé par la sécrétion d’IL-9 : les lymphocytes Th9. La découverte 
de cette nouvelle population lymphocytaire T helper illustre clairement la plasticité existante au sein 
des lymphocytes T CD4+ : alors que le TGF-β favorise la différenciation vers un-sous type Treg et que 
l’IL-4 induit la différenciation d’un sous-type Th2, la présence concomitante d’IL-4 et de TGF-β dans le 
milieu environnant les cellules T CD4+ naïves aboutit à la génération d’un profil lymphocytaire Th9. 
L’effet synergique de l’IL-4 et du TGF-β sur la production d’IL-9 par les lymphocytes T CD4+ avait déjà 
été montré, presque quinze ans plus tôt, sans pour autant permettre l’identification d’une sous-
population T helper à part entière (Schmitt et al., 1994). 
 
               ii)        Caractéristiques biologiques et fonctionnelles 
Les lymphocytes Th9 sont donc caractérisés biologiquement par la sécrétion d’IL-9 et d’IL-21 
et par la très faible expression de cytokines considérées comme des marqueurs d’autres sous-
populations T helper comme l’IFNγ (Th1), l’IL-4 (Th2) et l’IL-17A (Th17). En effet, l’IL-9 ne peut pas 
être considérée comme cytokine spécifique des cellules Th9 puisqu’elle peut aussi être produite par 
d’autres lymphocytes tels que les lymphocytes Th2, Th17 et Treg en moindre quantité (Nowak et al., 
2009).  
Les lymphocytes Th9 constituent une population faible dans des conditions physiologiques, 
expliquant la complexité initiale à travailler sur ce sous type-cellulaire. C’est ainsi que le rôle et les 
fonctions des lymphocytes Th9 sont restés assez durablement méconnus. Ces rôles commencent 
progressivement à être décrits dans des modèles expérimentaux depuis le début des années 2010, 
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avec des travaux mettant en évidence un rôle des lymphocytes Th9 dans la défense contre les 
parasites et dans leur capacité à induire in vivo de fortes réponses pro-inflammatoires (Kaplan et al., 
2015). Ces cellules favorisent en effet le développement de maladies auto-immunes : 
encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) chez la souris (Jager et al., 2009) et sclérose en 
plaque chez l’Homme (Stassen et al., 2012). Dans cette pathologie, l’IL-9 induit la sécrétion de CCL20 
par les astrocytes favorisant ainsi le recrutement dans le système nerveux central des lymphocytes 
Th17 qui présentent le récepteur à cette chimiokine (CCR6) (Zhou et al., 2011). Ceci va également 
stimuler l’inflammation et l’angiogenèse associées. Il a été montré, dans des modèles murins 
d’encéphalite comme l’EAE, que des souris ayant subi un transfert adoptif de lymphocytes Th9 
développent une pathologie sévère et des lésions importantes du système nerveux central (Jager et 
al., 2009). Elles contribuent également au développement des réponses allergiques et sont 
particulièrement impliquées dans l’asthme (Staudt et al., 2010). Une récente étude a mis en évidence 
l’augmentation significative du nombre de cellules Th9 dans le sang de patients atteints de dermatite 
atopique (Ma et al., 2014). En ce qui concerne la maladie asthmatique, l’IL-9 produite par les 
lymphocytes Th9 stimule la production du mucus, l’infiltration de leucocytes tels que les éosinophiles 
et la production d’immunoglobulines E (IgE) par les lymphocytes B (Longphre et al., 1999). Cette 
cytokine active également la production d’histamines par les mastocytes ce qui leur confère un rôle 
dans l’allergie chronique (Forbes et al., 2008). 
Dans un contexte de cancer, le rôle de ces cellules n’est pas encore véritablement établi. 
Néanmoins, il semblerait que ces cellules présentent chez la souris des propriétés anti-tumorales, 
dépendantes de l’IL-9, grâce à leur capacité à recruter les cellules T CD8+ et les cellules dendritiques 
par l’axe CCL20/CCR6 et à activer les mastocytes (Lu et al., 2012; Purwar et al., 2012). Au sein de la 
tumeur, les lymphocytes Th9 vont en effet induire la production de la chimiokine CCL20, qui est 
reconnue par le récepteur CCR6 exprimé par les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ainsi que par les DC, leur 
servant ainsi de chimioattractant. L’effet anti-tumoral des cellules Th9 est aboli après déplétion des 
lymphocytes T CD8+ et aucune accumulation de mastocytes n’est alors observée. Par ailleurs, si les 
propriétés effectrices des lymphocytes Th9 ont été dans un premier temps uniquement reliées à leur 
capacité à produire de l’IL-9, notre équipe a récemment démontré l’implication dans l’immunité anti-
tumorale de ces cellules via la sécrétion d’IL-21 sous l’effet de l’IL-1β (Vegran et al., 2014). La 
stimulation de ces cellules par l’IL-1β permet ainsi l’activation de la voie STAT1/IRF1, favorisant la 
production de grandes quantités d’IL-9 et d’IL-21, ainsi que le recrutement de cellules cytotoxiques. 
Pour le moment, aucune étude chez l’Homme n’a permis de confirmer un rôle anti-tumoral potentiel 
des lymphocytes Th9. 
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Figure 14. Représentaion schémaique des voies de signalisaion et de la régulaion transcripionnelle 
du programme de différenciaion des lymphocytes Th9. 
La différenciaion des lymphocytes T sécrétant de l’IL-9 nécessite l’acivaion des voies de signalisaion 
dépendante de STAT5/IL-2 et de STAT6/IL-4 aussi bien que du TGF-β qui permet la diversion de la 
différenciaion cellulaire Th2. Bien que cete combinaison de cytokines soit suffisante pour la polarisaion 
Th9, d’autres voies de signalisaion ont été mises en évidence comme favorisant l’augmentaion de la 
producion d’IL-9 par ces cellules. Des cytokines accessoires telles que l’IL-1, l’IL-25 ou l’IL-33 induisent la 
signalisaion dépendante de NF-κB mais aussi les interférons de type I ou l’IL-1β déclenche un signal via 
STAT1 permetant ainsi l’expression d’IRF1. Le TCR et les molécules de cosimulaion ont également un rôle 
important dans la transcripion de l’Il9, principalement via l’acivaion du facteur NFAT par le TCR ou dans 
le cas d’une cosimulaion dépendante de CD28 et via l’acivaion de NF-κB par le TCR ou par la 
cosimulaion établie par OX40 et 41BB. Adapté de (Kaplan et al., 2015).
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                                     iii)        Aspects moléculaires de la différenciation Th9 
 Le programme transcriptionnel des lymphocytes Th9 n’est pas encore complétement décrit ; 
cependant des facteurs de transcription ont pu être caractérisés comme essentiels pour la 
polarisation Th9. La polarisation de ces cellules nécessite ainsi, comme pour les lymphocytes Th17, 
l’expression et l’activation d’un grand nombre de facteurs de transcription interdépendants (Figure 
14, p. 68). Le programme de différenciation des lymphocytes Th9 est initié par les signaux induits par 
l’activation du TCR et les facteurs de co-stimulation puis par le TGF-β et l’IL-4 après fixation sur leurs 
récepteurs respectifs : les TGFβ-RI et -RII et l’IL-4R. 
L’activation du TCR par les cellules présentatrices d’antigènes via le CMH II va induire la 
production d’IL-2 par les lymphocytes T. L’IL-2 en se fixant sur son récepteur, l’IL-2RA, également 
appelé CD25, va activer une voie de signalisation dépendante de STAT5. Pour jouer son rôle de 
facteur de transcription, STAT5 doit migrer dans le noyau et doit donc subir une modification post-
transcriptionnelle : une phosphorylation de la tyrosine 694 par l’intermédiaire de la kinase JAK3. 
L’activation de STAT5 par phosphorylation permet sa translocation dans le noyau et son activité de 
régulateur transcriptionnel : STAT5 va ainsi pouvoir interagir directement avec le promoteur du gène 
Il9, permettant alors la production de cette cytokine (Bassil et al., 2014). L’activation de STAT5 est 
essentielle à la différenciation Th9, puisqu’en absence de ce facteur les lymphocytes T sont 
incapables de sécréter de l’IL-9 (Bassil et al., 2014). STAT5 va également induire l’expression d’autres 
facteurs de transcription qui vont favoriser la production d’IL-9. STAT5 permet en effet l’activation et 
l’expression d’IRF4 et de PU.1, deux facteurs de transcription indispensables à la différenciation des 
lymphocytes Th9 (Chang et al., 2010; Jabeen et al., 2013; Staudt et al., 2010). Cependant, la voie de 
signalisation établie par l’IL-2 et STAT5 est également la cible de régulateurs négatifs de la 
différenciation lymphocytaire Th9. Le facteur de transcription Bcl6, facteur indispensable à la 
différenciation des lymphocytes TFh (Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009), semble capable d’inhiber 
la différenciation Th9, dans la mesure où l’expression de ce facteur est inversement corrélée au 
niveau d’expression génique de l’Il9 (Bassil et al., 2014; Liao et al., 2014). En effet, Bcl6 empêche la 
fixation de STAT5 sur le promoteur du gène de l’Il9 et inhibe ainsi l’activation de la transcription de 
ce gène. Cependant, une production précoce d’IL-2 induit l’activation et la fixation de STAT5 sur le 
promoteur de l’Il9 induisant donc la répression de l’expression de Bcl6, et permettant donc 
l’établissement de la polarisation Th9 (Bassil et al., 2014; Liao et al., 2014). 
Le signal induit après fixation de l’IL-4 sur son récepteur, l’IL-4R, va permettre l’activation par 
phosphorylation du facteur de transcription STAT6 qui est indispensable à la polarisation des 
lymphocytes Th9 (Dardalhon et al., 2008). Une fois activé, STAT6 peut migrer dans le noyau et peut 
se fixer directement sur le promoteur de l’Il9 (Goswami and Kaplan, 2012; Yang et al., 2013) mais il 
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est également responsable de l’induction de l’expression de deux facteurs de transcription essentiels 
à la différenciation des cellules Th9 : IRF4 et BATF (Jabeen et al., 2013). Bien que STAT6 ait un effet 
direct sur la polarisation Th9, il est également capable de bloquer l’expression de facteurs de 
transcription répresseurs de cette polarisation tels que T-bet et Foxp3, qui contrôlent, quant à eux, la 
maturation des lymphocytes T CD4+ vers d’autres sous-populations lymphocytaires (Goswami et al., 
2012).  
Le facteur de transcription IRF4 est crucial pour la différenciation Th9 mais n’est pas 
spécifique et caractéristique des lymphocytes Th9 puisqu’il est également impliqué dans la 
différenciation des cellules Th2 et Th17 (Brustle et al., 2007; Lohoff et al., 2002; Staudt et al., 2010). 
IRF4 joue toutefois un rôle direct sur la transcription de l’IL-9 au sein des lymphocytes Th9 puisqu’il 
va se fixer sur le promoteur du gène de l’Il9 ce qui va favoriser la sécrétion de cette cytokine (Jabeen 
et al., 2013; Staudt et al., 2010). Par ailleurs, IRF4 est également capable de bloquer, tout comme 
STAT6, l’expression des facteurs associés à la différenciation Th1 tels que le facteur de transcription 
T-bet et l’IFNγ qui vont quant à eux inhiber la polarisation Th9 (Jabeen et al., 2013; Staudt et al., 
2010). 
Le facteur de transcription BATF est également indispensable à la polarisation Th9, mais là 
encore, ce facteur n’est pas spécifique des lymphocytes Th9, puisqu’il est également requis pour la 
différenciation Th17 (Jabeen et al., 2013; Schraml et al., 2009). En effet, IRF4 et BATF 
s’hétérodimérisent et favorisent la génération des cellules Th17 (Ciofani et al., 2012; Glasmacher et 
al., 2012; Li et al., 2012). De la même façon qu’IRF4, BATF va se fixer directement sur le promoteur 
du gène de l’Il9 et permettra ainsi la transcription de ce gène et la production d’IL-9 (Jabeen et al., 
2013). Ces deux facteurs s’hétérodimérisent également au sein des lymphocytes Th9 puisque la perte 
d’un de ces deux facteurs entraîne une diminution de la fixation de l’autre facteur sur le promoteur 
de l’IL-9 (Jabeen et al., 2013). Cependant, à l’inverse d’IRF4, BATF régule l’expression de presque tous 
les gènes associés aux lymphocytes Th9 ce qui suggère donc que ces deux facteurs de transcription 
fonctionnent de concert pour l’établissement du phénotype Th9 (Jabeen et al., 2013).    
En ce qui concerne le facteur de transcription GATA-3, spécifique des lymphocytes Th2 et 
induit après fixation de l’IL-4 sur son récepteur, celui-ci est également impliqué dans la 
différenciation Th9. Bien que l’expression de GATA-3 soit plus faible dans les lymphocytes Th9 que 
dans les Th2, ce facteur semble essentiel à la polarisation Th9 (Goswami et al., 2012; Veldhoen et al., 
2008). L’équipe de V.K. Kuchroo a ainsi montré qu’en absence du facteur de transcription GATA-3 les 
lymphocytes Th9 sont en effet incapables de produire de l’IL-9 (Dardalhon et al., 2008). GATA-3 ne 
semble pas directement impliqué dans la régulation transcriptionnelle de l’IL-9 mais pourrait 
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interagir avec le facteur de transcription Foxp3 et ainsi réprimer la différenciation (induite par le TGF-
β) des cellules T CD4+ en lymphocytes T régulateurs (Dardalhon et al., 2008). 
Quant au facteur de transcription STAT1, celui-ci semble avoir des effets dépendants du 
contexte cytokinique, au sein duquel se trouvent les lymphocytes T, sur la production d’IL-9. Des 
études ont ainsi mis en évidence que l’activation de STAT1 par l’IFNγ ou l’IL-27 induisait une 
diminution de la production d’IL-9 par les cellules Th9 (Murugaiyan et al., 2012; Schmitt et al., 1994). 
Cependant, notre équipe a récemment montré que l’IL-1β avait la capacité d’activer la voie 
STAT1/IRF1 dans les lymphocytes Th9 et que cela amplifie à la fois la sécrétion d’IL-9 et d’IL-21 
(Vegran et al., 2014). Il a également été montré que des lymphocytes T CD4+ naïfs humains cultivés 
en présence d’IL-4 et de TGF-β et de cytokines induisant l’activation de STAT1 telles que l’IL-6, l’IL-21, 
l’IFNα ou encore l’IFNβ augmentaient leur capacité à produire de l’IL-9 (Wong et al., 2010). 
Le dernier signal indispensable à la différenciation Th9 est celui induit par le TGF-β sur ses 
récepteurs, TGFβ-RI et -RII. Il a ainsi été montré que le TGF-β était capable de « reprogrammer » les 
lymphocytes Th2 en cellules sécrétant de l’IL-9, alors identifiées comme des lymphocytes 
Th9 (Dardalhon et al., 2008; Veldhoen et al., 2008). La fixation du TGF-β sur son récepteur va 
entrainer l’activation des protéines SMAD2 (Sma and Mad related protein 2), SMAD3 et SMAD4 qui 
ont été caractérisées comme essentielles pour une polarisation optimale des lymphocytes Th9 
(Tamiya et al., 2013; Wang et al., 2013). L’absence de SMAD2 ou SMAD4 au sein des lymphocytes T 
résulte en effet en l’augmentation de l’expression des gènes associés à la polarisation Th2 et en la 
perte d’expression de l’IL-9 (Wang et al., 2013). Ces trois protéines sont à l’origine de modifications 
de la structure de la chromatine, au niveau du locus de l’Il9, notamment en bloquant le recrutement 
de protéines comme EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2), appartenant au complexe multi-
protéique PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2), responsable de la méthylation de l’ADN et 
entrainant une moindre accessibilité par les facteurs de transcription pouvant réguler l’expression de 
ce gène (Wang et al., 2013). Par ailleurs, SMAD2 et SMAD3 ont la capacité d’interagir avec IRF4, en 
lui permettant une fixation optimale au promoteur de l’Il9. Les protéines SMAD, activées via le signal 
induit par le TGF-β et IRF4, induit après activation de STAT6 par l’IL-4, coopèrent donc pour 
transactiver le gène de l’Il9 et permettre une polarisation optimale des cellules Th9.  
La stimulation des cellules par le TGF-β active également des voies de signalisation, 
indépendantes des SMAD, qui induisent l’expression de PU.1, facteur de transcription de la famille 
ETS (E26 transformation-specific). Ce facteur de transcription a été le premier facteur décrit comme 
étant essentiel et caractéristique de la différenciation des lymphocytes Th9 (Chang et al., 2010). Il a 
en effet été mis en évidence que l’expression ectopique de PU.1 augmente la production d’IL-9 
tandis que la déficience en PU.1 au sein des lymphocytes T entraîne une diminution significative de la 
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production d’IL-9 (Chang et al., 2010). De façon similaire aux autres facteurs de transcription décrit 
précédemment, PU.1 se fixe au promoteur de l’Il9 et augmente la transcription du gène en recrutant 
des histones acétyl-transférases (HAT) telles que Gcn5 et PCAF qui vont alors faciliter l’accessibilité à 
la chromatine (Goswami and Kaplan, 2012; Ramming et al., 2012). Cependant, PU.1 a aussi la 
capacité de réprimer l’expression des cytokines Th2 ainsi que des gènes importants pour la 
différenciation TFh (Awe et al., 2015; Chang et al., 2009; Chang et al., 2005). Par ailleurs, il est 
important de noter que l’expression de PU.1 est significativement plus importante au sein de cellules 
différenciées en condition Th9 (en présence d’IL-4 et de TGF-β) qu’en condition Th2 (en présence 
d’IL-4). Par ailleurs, avant l’identification précise du sous-type Th9, il a été montré que les 
lymphocytes Th2 exprimant PU.1 sécrétaient de l’IL-9 et qu’ils ne présentaient donc pas les 
caractéristiques fonctionnelles de Th2 mais plutôt celles de lymphocytes Th9 (Chang et al., 2005). Ces 
différentes données suggèrent donc que PU.1 est un facteur critique pour la différenciation des 
lymphocytes T CD4+ en un lignage Th9 et que celui-ci régule le développement des cellules Th9 
(Chang et al., 2010). Une étude a ainsi récemment utilisé le marquage CD4+ PU.1+ en 
immunohistochimie pour identifier et caractériser les lymphocytes Th9 sur des coupes de peau 
humaines et plus spécifiquement au sein d’infiltrats cutanés inflammatoires (Cortelazzi et al., 2013). 
Par ailleurs, des facteurs de co-stimulation semblent également impliqués dans la 
polarisation des lymphocytes Th9. En effet, l’activation du récepteur de co-stimulation OX40 par la 
fixation de son ligand OX40L présent à la surface des cellules présentatrices d’antigène est impliquée 
dans l’induction de la polarisation Th9 (Xiao et al., 2012). La stimulation de ce récepteur va activer 
l’ubiquitine ligase TRAF6 (TNF-receptor associated factor 6) qui va ensuite déclencher l’activation de 
la voie de signalisation dépendante de NFκB (Nuclear Factor-kappa B). Ce dernier va ainsi pouvoir 
interagir avec le promoteur du gène de l’Il9 et induire la production de cette cytokine (Xiao et al., 
2012). À noter également  que l’activation des lymphocytes T naïfs par l’intermédiaire des récepteurs 
GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor receptor (TNFR) Related protein) favorise la 
différenciation Th9 par la voie de signalisation impliquant TRAF6 et NFκB (Kim et al., 2015; Xiao et al., 
2015). 
Enfin, il faut noter les cytokines et les facteurs de transcription qui sont à même de réprimer 
la polarisation Th9. Comme vu précédemment, les facteurs de transcription Bcl6, T-bet et Foxp3 vont 
agir comme répresseurs transcriptionnels de la polarisation Th9 (Bassil et al., 2014; Goswami et al., 
2012). Le facteur de transcription RORγt joue également sans doute un rôle de répresseur 
transcriptionnel lors de la différenciation Th9 puisqu’il a été mis en évidence que l’expression d’IL-9 
est augmentée chez des souris déficientes pour RORγt (Purwar et al., 2012). Des cytokines peuvent 
également réprimer la différenciation des lymphocytes Th9 : l’IFNγ et l’IL-23 vont ainsi inhiber la 
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production d’IL-9 des lymphocytes T afin d’orienter respectivement la différenciation vers les sous-
populations Th1 et Th17 (Jager et al., 2009; Purwar et al., 2012; Schmitt et al., 1994) (Figure 15,        
p. 73). 
 
b) Stratégies thérapeutiques permettant de cibler les lymphocytes Th9 
Les connaissances sur la biologie des lymphocytes Th9 se sont progressivement forgées à 
partir de modèles murins de maladies inflammatoires mais également à partir de modèles de 
maladies humaines. Il est maintenant admis que, à l’instar d’autres sous-populations T helper comme 
les lymphocytes Th17 et les Treg, les cellules Th9 peuvent avoir à la fois des fonctions bénéfiques et 
néfastes lors des processus physiopathologiques les impliquant. Des données récentes suggèrent que 
les lymphocytes Th9 sont retrouvés en grand nombre au niveau de la peau et que l’expression de 
certains récepteurs de surface faciliterait leur recrutement au niveau des muqueuses (Jabeen et al., 
2013; Kara et al., 2013; Purwar et al., 2012; Schlapbach et al., 2014). On retrouve ainsi des cellules 
Th9 au niveau de l’épiderme de volontaires sains (Schlapbach et al., 2014) mais également chez des 
patients atteints d’infection de la peau par des champignons tels que C. albicans, de dermatite 
atopique ou encore de psoriasis (Cortelazzi et al., 2013; Ma et al., 2014). Il a en effet été mis en 
évidence, grâce à une analyse par cytométrie de masse des lymphocytes T sanguins ou retrouvés 
dans les tissus, que les lymphocytes Th9 étaient de façon prédominante des cellules recrutées au 
niveau de la peau et des cellules résidentes de la peau (Schlapbach et al., 2014; Wong et al., 2016). 
Ainsi, les lymphocytes Th9 sont attirés au niveau des muqueuses via la présence d’antigènes 
spécifiques des tissus : les Th9 résidents de la peau expriment pour la plupart l’antigène des 
lymphocytes cutanés ou CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) tandis que les cellules Th9 recrutées 
au niveau de l’intestin expriment, quant à elle, l’intégrine α4β7 (Clark et al., 2006; Nalleweg et al., 
2015). L’expression de ces molécules de surface permet donc aux lymphocytes Th9 d’être attirés et 
recrutés au niveau de la peau puisque la présence de l’antigène des lymphocytes cutanés leur 
permet de se lier à l’endothélium exprimant la E-sélectine (Clark et al., 2006).  
Les lymphocytes Th9 semblent capables d’initier une réponse immunitaire contre les 
parasites et d’engager une réponse immunitaire anti-tumorale dans des modèles de cancer murins 
comme par exemple des modèles de mélanome sous-cutané ou pulmonaire (Lu et al., 2012; Purwar 
et al., 2012; Vegran et al., 2014). En revanche, les cellules Th9 favorisent l’inflammation allergique et 
sont impliquées dans la physiopathologie de plusieurs maladies auto-immunes. Ce rôle 
potentiellement préjudiciable chez l’Homme pose donc la question de la pertinence du ciblage 
thérapeutique des lymphocytes Th9 et/ou de l’IL-9. C’est dans ce but qu’a été développé 
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l’Enokizumab ou MEDI-528, un anticorps humanisé neutralisant l’IL-9. Cet anticorps semble 
prometteur dans la diminution des symptômes de patients adultes atteints d’asthme léger à modéré 
(Parker et al., 2011; White et al., 2009). Cependant, aucun effet positif du traitement par MEDI-528 
n’a été montré chez des patients atteints d’asthme sévère (Oh et al., 2013), semblant indiquer une 
dépendance moins forte à l’IL-9 de l’asthme sévère. Le ciblage de l’IL-9 n’a, à l’heure actuelle, pas 
d’autre indication en médecine humaine. Cependant, comme des niveaux augmentés d’IL-9 ont été 
constatés précocement chez des enfants atteints de maladie atopique et que son augmentation est 
associée avec des changements rapides de la sensibilité des voies respiratoires (Sarria et al., 2014; 
Yao et al., 2013), le profil d’innocuité acceptable des anticorps anti-IL-9 pourrait constituer une 
alternative thérapeutique précoce chez les enfants à haut risque pour limiter le développement des 
maladies atopiques. Par ailleurs, la récente description des lymphocytes Th9 dans les maladies 
inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) ouvre de nouvelles voies de développement du ciblage 
pharmacologique de l’IL-9 pour la prise en charge de la maladie de Crohn ou de la rectocolite 
hémorragique (Gerlach et al., 2014; Nalleweg et al., 2015).  
 Dans le cancer, la récente mise en évidence dans des modèles précliniques d’une activité 
anti-tumorale accrue des lymphocytes Th9 par rapport aux autres sous-types T helper tels que les 
lymphocytes Th1 (jusqu’ici considérés comme les champions dans la lutte immunitaire contre le 
cancer), constitue un fait nouveau et surprenant (Lu et al., 2012; Purwar et al., 2012; Vegran et al., 
2014). Les effets anti-tumoraux des cellules Th9 semblent directement provenir de l’effet de l’IL-9, 
dans la mesure où cette cytokine est capable d’induire l’apoptose des cellules cancéreuses comme 
par exemple les cellules de mélanome (Purwar et al., 2012). Parallèlement, une action indirecte de 
l’IL-9 a également été mise en évidence puisque l’administration d’IL-9 recombinante ralentit la 
croissance du mélanome B16-F10 chez des souris immunocompétentes mais aussi chez des souris 
RAG1
-/- (dépourvues de lymphocytes T et B) suggérant donc que l’IL-9 peut avoir une action sur 
d’autres cellules, non lymphocytaires, comme les mastocytes (perte de l’effet anti-tumoral de l’IL-9 
chez des souris déficientes en mastocytes). Par ailleurs, dans un modèle de métastases pulmonaires, 
l’administration d’anticorps neutralisant l’IL-9 induit une diminution significative de l’infiltration 
tumorale par des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et par des cellules dendritiques. Au sein de la tumeur, 
les lymphocytes Th9 induisent en effet la production de la chimiokine CCL20 reconnue par le 
récepteur CCR6 exprimé par les cellules T CD4+, CD8+ et par les DC favorisant ainsi leur 
chimioattraction au niveau du site tumoral (Lu et al., 2012). D’autre part, les lymphocytes Th9 
générés in vitro produisent de grandes quantités d’IL-3, cytokine impliquée dans l’induction de la 
prolifération de la lignée myéloïde. L’IL-3 sécrétée par les cellules Th9 pourrait donc favoriser 
l’augmentation de la survie des cellules dendritiques. Il a été ainsi montré que lorsque ces cellules 
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myéloïdes sont cultivées en présence de surnageant de lymphocytes Th9 (et donc activées par l’IL-3 
produite et contenue dans le surnageant) puis transférées à des souris porteuses de tumeurs, elles 
induisent une augmentation de la production d’IFNγ par les lymphocytes T de ces souris (Park et al., 
2014) (Figure 16, p. 76).  
On retrouve également un effet inhibiteur de l’IL-9 sur la progression tumorale chez 
l’Homme, comme par exemple dans le cas du mélanome HTB-72, où l’IL-9 induit une augmentation 
de l’expression de p21 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1) et de TRAIL dans ces cellules (Fang et al., 
2015; Rivera Vargas et al., 2017). Cependant, dans les leucémies et les lymphomes comme dans 
certains modèles animaux, l’IL-9 produite par les lymphocytes Th9 peut avoir un rôle pro-tumoral via 
la stimulation des cellules cancéreuses et en réduisant également l’efficacité de la réponse 
immunitaire anti-tumorale (Lemoli et al., 1997). Ces résultats apparaissant contradictoires avec ceux 
évoqués précédemment, et pourraient dépendre de la nature de la tumeur étudiée et d’autres 
facteurs qui restent encore aujourd’hui à déterminer. 
Enfin, la polarisation murine Th9 par les cytokines conventionnelles, TGF-β et IL-4, en 
présence de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β, induit une production accrue d’IL-9 mais également 
une sécrétion abondante d’IL-21. Il a été mis en évidence que la présence d’IL-1β lors de la 
différenciation Th9 permet d’augmenter significativement l’activité anti-tumorale des lymphocytes 
Th9 ainsi différenciés par rapport à celle de Th9 conventionnels. Cette activité anti-tumorale dépend 
ainsi de la production d’IL-21 puisque l’adjonction d’anticorps bloquant l’IL-21 la neutralise 
totalement contrairement à celle des Th9 conventionnels, qui reste dépendante de la présence d’IL-9 
(Vegran et al., 2014). L’IL-21 est en effet une cytokine pléiotropique qui influence l’activité et la 
fonctionnalité de nombreux types cellulaires : les lymphocytes T CD4+ et CD8+, les cellules Th17 et 
Treg, les cellules NK et NKT, les lymphocytes B ainsi que les cellules dendritiques et les macrophages 
(Davis et al., 2015). Cette cytokine potentialise ainsi l’activité anti-tumorale des lymphocytes T CD4+ 
et CD8+ et des cellules NK en stimulant leur capacité de sécrétion d’IFNγ et en augmentant leur 
capacité tumoricide (Croce et al., 2015) (Figure 16, p. 75). L’expression d’IL-21 dans les Th9 humains 
a déjà été observée, indépendamment de leur activité anti-tumorale, dans une étude où ces 
lymphocytes ont été différenciés en présence de cytokines inflammatoires telles que l’IL-1β, les 
interférons de type I (IFNα et β), l’IL-10 mais aussi l’IL-21 (Wong et al., 2010).  
Cependant, de nombreux points restent à confirmer et à approfondir : on peut en effet se 
demander si les observations obtenues avec les lymphocytes Th9 murins sont transposables aux Th9 
humains, et si d’autres cytokines inflammatoires, comme les interférons de type 1, ont un effet 
supérieur à celui de l’IL-1β sur la promotion de l’activité anti-tumorale des Th9. Il serait donc 
intéressant vu les capacités anti-tumorales des lymphocytes Th9 décrites chez la souris de définir les 
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caractéristiques de ces cellules chez l’Homme et d’envisager de développer et de tester des 
stratégies thérapeutiques visant à stimuler voire à amplifier les effets anti-tumoraux de ces cellules. 
 
On le voit donc, les différents sous-types lymphocytaires T CD4
+
 peuvent avoir des rôles très 
différents voire opposés dans un contexte de cancer. De nombreux travaux cliniques menés chez des 
patients porteurs de cancer vont d’ailleurs dans ce sens. Dans cette troisième partie, nous illustrerons 
ce point en prenant l’exemple des cancers du sein, sur lesquels nous avons travaillé lors de cette 
thèse.  
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III. Importance pronostique et prédictive des 
lymphocytes T dans les cancers : le cas du cancer du 
sein 
Le microenvironnement d’une tumeur se définit comme un ensemble de compartiments 
cellulaires associés aux cellules cancéreuses : vasculaire, stromal, épithélial, neuro-endocrine et 
immunitaire. Ces compartiments forment ainsi un ensemble hétérogène, dynamique et 
communicant (Hanahan and Weinberg, 2011), dont l’importance sur le développement tumoral est 
progressivement mis en évidence depuis les quinze dernières années.  
Des analyses phénotypiques précises des populations immunitaires extraites de tumeurs ont 
permis de montrer que les tumeurs solides humaines présentent une infiltration immunitaire 
polymorphe et variable d’un patient à l’autre, et d’un type tumoral à l’autre. Globalement, toutes les 
populations de cellules immunitaires peuvent être retrouvées dans l’infiltrat tumoral : granulocytes, 
macrophages, cellules NK, MDSC, mastocytes, cellules dendritiques, lymphocytes T et lymphocytes B. 
Tous ces types cellulaires peuvent être localisés au sein de la tumeur, au niveau du front d’invasion 
tumoral ou dans des structures adjacentes telles que les structures lymphoïdes tertiaires (TLS : 
Tertiary Lymphoid Structures). L’impact de ce microenvironnement immunitaire sur l’évolution 
tumorale est donc progressivement mis en lumière depuis quelques années, avec plusieurs niveaux 
de complexité pour interpréter les résultats. Parmi toutes les populations immunes infiltrant les 
tumeurs, c’est incontestablement vers les lymphocytes que la majorité des travaux de recherche 
précliniques et cliniques se sont dirigés, d’abord dans des variétés tumorales comme le mélanome, le 
cancer de l’ovaire et du colon. Progressivement, les interactions significatives de ces lymphocytes 
infiltrant les tumeurs (TILs : Tumor Infiltrating Lymphocytes) avec le pronostic, et même avec la 
sensibilité aux traitements anti-cancéreux, a été mis en lumière dans d’autres types de tumeurs, 
supposées initialement non « immunogènes », au premier rang desquelles le cancer du sein. 
Un grand nombre de publications attestent depuis les années 1980 de la valeur pronostique 
favorable de la présence au site tumoral d’une forte densité en TILs. Dès 1986, J.R. Jass démontrait 
pour la première fois qu’une forte densité lymphocytaire évaluée sur coupe histologique dans le 
front d’invasion de tumeurs rectales était un facteur pronostique indépendant de la classification 
TNM qui est le système international de classification des cancers selon leur extension anatomique 
sur le site de la tumeur primitive (T), dans les ganglions lymphatiques voisins (N) et à distance pour 
d’éventuelles métastases (M) (Jass, 1986). La connaissance du niveau d’infiltration immunitaire 
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Figure 17. Associaion de l’infiltraion des cellules immunitaires avec le pronosic dans différents types 
de cancer.
Graphique représentant l’analyse de 124 aricles publiés étudiant l’impact des cellules T CD8+ 
cytotoxiques, des cellules T mémoires, des lymphocytes T régulateurs et des sous-types T CD4+ (Th1, Th2 
et Th17) sur le pronosic des paients (Notons que 20 types de cancers différents ont été analysés). Cete 
étude montre un rôle posiif des lymphocytes T CD8+, des cellules T mémoires ainsi que des lymphocytes 
Th1. Cependant, elle met en évidence que les cellules Th2, Th17 et Treg ne sont pas clairement associées 
à un bon ou à un mauvais pronosic. Adapté de (Fridman et al., 2012).  
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tumoral permettait ainsi de préciser le pronostic des patients en complément des critères 
d’extension tumoraux. C’est également ainsi que les études pionnières menées sur les tumeurs 
issues de patients pris en charge pour des mélanomes malins, ont montré à la fin des années 1980, 
sur de grosses cohortes de patients, une meilleure survie globale et sans rechute chez les patients 
dont la tumeur était fortement infiltrée par les TILs (Chaitchik et al., 1987; Clark et al., 1989; 
Clemente et al., 1996; Mihm et al., 1996; Shimokawara et al., 1982). Progressivement, parallèlement 
à la description successive et à la meilleure connaissance des différentes populations composant le 
système immunitaire, ces constatations sont venues s’enrichir par la description du rôle pronostique 
respectif de ces différentes populations, et ont donc apporté une dimension qualitative et non plus 
seulement quantitative au rôle pronostique de ces stigmates d’immunosurveillance au sein des 
tumeurs humaines. L’ensemble des populations T CD4+ helper ainsi que les lymphocytes T CD8+ 
effecteurs cytotoxiques peuvent s’observer au sein du microenvironnement tumoral. Les différentes 
orientations fonctionnelles lymphocytaires T sont associées à des significations pronostiques 
différentes, parfois opposées pour une même orientation fonctionnelle suivant le type histologique 
de la tumeur, voire même pour un même cancer suivant le stade d’évolution tumoral (Fridman et al., 
2012). À l’inverse, il est par exemple maintenant assez bien établi que la présence de cellules 
myéloïdes suppressives et de macrophages de type 2 dans l’infiltrat tumoral favorise la progression 
tumorale quel que soit le sous-type et le stade de tumeur considéré (Gabrilovich et al., 2012; 
Longphre et al., 1999).  
Ces corrélations entre les niveaux d’infiltration des cellules immunitaires et le devenir 
clinique des patients a été investiguée chez l’Homme dans la plupart des variétés tumorales : c’est 
ainsi que la forte valeur pronostique favorable associée à la présence de TILs a été confirmée dans les 
cancers de l’ovaire (Zhang et al., 2003), de la tête et du cou (Badoual et al., 2006), de la vessie 
(Nakakubo et al., 2003), du sein (Mahmoud et al., 2011a), du foie (Wada et al., 1998), de la prostate 
(Karja et al., 2005), du poumon (Dieu-Nosjean et al., 2008) et du côlon (Tao et al., 2012) (Résumé 
dans (Becht et al., 2016)).  
Concernant le phénotype des TILs, il est maintenant admis que tous les composants 
lymphocytaires T ne présentent pas tous la même signification pronostique. Une revue récente a en 
effet synthétisé l’impact des lymphocytes T sur l’issue clinique des patients à partir de 124 articles 
publiés et analysant 20 types de cancers différents (Fridman et al., 2012) (résumé dans Figure 17,      
p. 80). Ainsi, une forte infiltration intra-tumorale en lymphocytes T CD3+ et T CD8+ cytotoxiques et en 
cellules T CD45RO+ mémoires est en général corrélée dans la littérature à un meilleur pronostic (en 
termes de survie sans rechute, voire de survie globale) (Fridman et al., 2012). Il est en de même pour 
l’infiltration intra-tumorale des lymphocytes Th1 qui est, dans la majorité des cas, associée à une 
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meilleure survie des patients dans le cancer colorectal (Galon et al., 2006; Tosolini et al., 2011), de 
l’ovaire (Kusuda et al., 2005; Marth et al., 2004), du sein (Gu-Trantien et al., 2013; Kristensen et al., 
2012) et le carcinome hépatocellulaire (Chew et al., 2012; Gao et al., 2011) entre autre. Il faut tout de 
même noter que la densité des cellules T CD8+ semble corrélée à un mauvais pronostic dans les 
cancers du rein hormis lorsque l’on prend en compte les lymphocytes T CD8+ prolifératifs ou 
présentant une faible expression de points de contrôle immunologique, également appelés 
« Immune checkpoints » tels que PD-1 et LAG-3  (Giraldo et al., 2015; Nakano et al., 2001). Il s’agit là 
d’une illustration parmi tant d’autres, de la complexité des processus d’immunosurveillance, 
d’immunoédition et d’immunosubversion, et de leur impact pronostique potentiel en fonction du 
type de tumeur considéré. 
Depuis cette revue de littérature de 2012, les connaissances sur l’impact clinique d’une 
infiltration en lymphocytes T CD8+ au sein de la tumeur ont été implémentées avec plus de 60 
nouveaux articles publiés sur ce sujet. C’est ainsi que la corrélation entre l’augmentation de 
l’infiltration en cellules T CD8+ et un meilleur pronostic des patients a récemment été décrit dans des 
cancers non étudiés jusqu’à présent comme les tumeurs des voies biliaires (Goeppert et al., 2013), 
mais également au niveau de sites métastatiques tels que le poumon (série de métastases 
pulmonaires) (Remark et al., 2013) ou le système nerveux central (série de métastases cérébrales) 
(Kluger et al., 2015).                                                                                                                                                                                    
Contrairement aux effets plutôt favorables d’une forte infiltration lymphocytaire T CD8+ 
cytotoxique, Th1 ou T mémoire, l’impact des autres populations lymphocytaires T (CD4+ helper 
notamment) sur le pronostic clinique des patients a été beaucoup moins fréquemment caractérisé, 
ou donne lieu éventuellement à des résultats discordants en fonction du contexte tumoral (Tableau 
2, p. 85). Le cas des lymphocytes T régulateurs est un parfait exemple de résultats en apparence 
contradictoires. Une étude pionnière, menée par l’équipe de W. Zou en 2004, a démontré que la 
présence d’un nombre élevé de cellules T CD3+ CD4+ CD25+ Foxp3+ dans les ascites malignes de 
carcinome ovarien était positivement corrélée au degré d’extension tumoral et à une survie réduite 
(Curiel et al., 2004). Le constat que des cellules T suppressives étaient susceptibles d’avoir un effet 
délétère sur le pronostic clinique des patients fut adopté par la communauté scientifique et fut 
renforcé par des études menées sur le mélanome (Miracco et al., 2007; Mougiakakos et al., 2010), le 
cancer du poumon (Petersen et al., 2006; Tao et al., 2012), du pancréas (Hiraoka et al., 2006), du foie 
(Fu et al., 2007; Gao et al., 2007) et du sein (Merlo et al., 2009) avec des résultats allant dans le 
même sens. Cependant, d’autres études ont par la suite mis en évidence une valeur pronostique 
favorable de la présence des lymphocytes T CD3+ CD25+ Foxp3+ dans le cancer colorectal (Michel et 
al., 2008; Salama et al., 2009; Tosolini et al., 2011), ovarien (Leffers et al., 2009; Milne et al., 2009), 
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de la tête et du cou (Badoual et al., 2006; Zhang et al., 2010), de la vessie (Winerdal et al., 2011) et 
dans les lymphomes de Hodgkin (Carreras et al., 2006; Tzankov et al., 2008). Les raisons pouvant 
expliquer ces résultats contradictoires sont sans doute multiples : l’infiltrat en lymphocytes T 
régulateurs est souvent concomitant à celui des cellules T effectrices et la valeur pronostique positive 
associée aux Treg pourrait être en partie un reflet indirect de la présence bénéfique des cellules 
effectrices au site tumoral (non forcément étudiées dans ces travaux). Par ailleurs, l’impact positif sur 
le pronostic des lymphocytes Treg dans les cancers ORL et du colon pourrait aussi être la 
conséquence d’un meilleur contrôle de l’inflammation chronique pro-tumorale (et de mauvais 
pronostic) souvent retrouvée au sein du microenvironnement de ces cancers (Badoual et al., 2006; 
Ladoire et al., 2011a). De façon plus générale, les marqueurs histologiques phénotypiques utilisés 
pour identifier les cellules suppressives sont très souvent imparfaits, ne reflétant que partiellement la 
fonctionnalité des différents sous-types de populations. 
En ce qui concerne les lymphocytes Th2, ces cellules ont pour rôle de favoriser l’activation 
des lymphocytes B, la production d’anticorps et la synthèse d’IL-10, qui est une cytokine plutôt 
immunosuppressive. Ceci semble être plutôt en accord avec les travaux relatifs aux liens 
Th2/agressivité des tumeurs et mauvais pronostic, conduits dans le cancer de l’ovaire (Kusuda et al., 
2005), du pancréas (De Monte et al., 2011) et de l’estomac (Ubukata et al., 2010). Cependant, là 
encore, il a été montré qu’une infiltration immunitaire de type Th2 est associée à un devenir clinique 
plus favorable dans les lymphomes de Hodgkin et le cancer du sein (Schreck et al., 2009; Yoon et al., 
2010). Il faut tout de même garder à l’esprit que les lymphocytes Th1 et Th2 ont initialement été 
décrits comme mutuellement antagonistes, c’est-à-dire que les cytokines Th2, et surtout l’IL-4, 
inhibent le développement d’une réponse Th1. Ainsi, une forte réponse immunitaire polarisée Th2 au 
site tumoral va altérer le développement d’une réponse Th1 cytotoxique et les chimiokines présentes 
dans le microenvironnement tumoral ne seront pas propices à l’attraction de lymphocytes Th1.  
Bien que le rôle des lymphocytes Th17 dans les maladies auto-immunes et les infections ait 
été largement décrit, l’impact des Th17 au cours du processus tumoral reste compliqué à établir (Ye 
et al., 2013). Une infiltration tumorale par des lymphocytes Th17 a été détectée dans de nombreuses 
variétés de cancers : ovaire, pancréas, prostate, cancers gastriques ou colorectaux et la valeur 
pronostique associée à cet infiltrat est variable en fonction du cancer et du stade de la maladie. Ainsi, 
il a été montré chez les patients atteints de cancer de la prostate qu’une forte infiltration en 
lymphocytes Th17 est associée à une progression plus lente de la maladie (Sfanos et al., 2008), alors 
qu’un résultat inverse est observé si le cancer de prostate est résistant à la castration 
(Derhovanessian et al., 2009). Les cellules Th17 semblent également limiter la progression du cancer 
de l’ovaire (Kryczek et al., 2009; Redjimi et al., 2012), du cancer de l’œsophage (Lv et al., 2011) et des 
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cancers gastriques (Chen et al., 2011). À l’inverse, les lymphocytes Th17 sont classiquement associés 
à un mauvais pronostic dans le cancer colorectal (Tosolini et al., 2011), du poumon (Chen et al., 2010) 
et le carcinome hépatocellulaire (Zhang et al., 2009). L’observation d’une telle dichotomie peut être 
liée à la nature versatile des lymphocytes Th17. La plasticité de ces cellules leur confère ainsi la 
capacité de se redifférencier en lymphocytes T régulateurs suppresseurs ou de façon alternative en 
lymphocytes Th1-like pro-inflammatoires capables d’activer les cellules effectrices cytotoxiques du 
système immunitaire (Bettelli et al., 2006). Le phénotype fonctionnel des lymphocytes Th17 pourrait 
ainsi être diversement influencé par la nature variable du microenvironnement tumoral et donc par 
le type et le stade de cancer étudié (Guery and Hugues, 2015). 
L’impact pronostique des lymphocytes TFh n’a été jusqu’alors que peu étudié et caractérisé. 
Il a tout de même été observé qu’une forte densité de lymphocytes TFh au niveau des structures 
lymphoïdes tertiaires était corrélée avec une survie prolongée dans le cancer colorectal (Bindea et 
al., 2013) et dans le cancer du sein (Gu-Trantien et al., 2013).  
Enfin, l’implication directe des lymphocytes Th9 humains dans les cancers reste incertaine. Il 
a été montré que le nombre de cellules Th9 était augmenté dans les épanchements pleuraux malins 
comparé au niveau sanguin et que l’augmentation de cellules Th9 au niveau pleural pouvait prédire 
une diminution de la survie des patients atteints d’épanchements pleuraux malins (Ye et al., 2012). 
Cette observation apparait en opposition avec les autres études suggérant les fonctions anti-
tumorales des lymphocytes Th9. Il a en effet été mis en évidence la présence de Th9 dans des lésions 
métastatiques de patients atteints de mélanome. Cependant, les lymphocytes Th9 s’avèrent être 
moins abondants au niveau des lésions métastatiques qu’au niveau de parties saines de la peau et 
une diminution de la sécrétion d’IL-9 au niveau de ces zones est également observée (Purwar et al., 
2012). Les lymphocytes Th9 humains pourraient donc jouer un rôle protecteur dans le 
développement de mélanome. De manière intéressante, il a été récemment montré que l’IL-9 
favorisait la survie et les fonctions des cellules T CD4+ et CD8+ double positives retrouvées au niveau 
des TILs de mélanome, supportant donc l’hypothèse que cette cytokine pourrait amplifier les 
réponses immunitaires anti-tumorales en favorisant la croissance et la survie des lymphocytes T dans 
le mélanome chez l’Homme (Parrot et al., 2016).  
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Tableau 2. Association des infiltrats lymphocytaires avec le pronostic de différents types de cancer. 
D’après (Fridman et al., 2012). 
 
 
Il semble donc établi chez l’Homme que l’infiltration tumorale en cellules immunitaires (et 
particulièrement les lymphocytes T) constitue un stigmate d’immunosurveillance, mais également 
pour certaines sous-populations, d’immunosubversion. 
 Nous allons dans ce cadre nous intéresser plus particulièrement aux cancers du sein et voir 
l’importance de ces signes de réponse immunitaire in situ pour le pronostic, mais aussi pour la 
prédiction de la réponse aux traitements des cancers du sein.  
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1. Épidémiologie et classification moléculaire des cancers du sein 
a) Épidémiologie des cancers du sein 
Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et le plus meurtrier chez la femme à l’échelle 
mondiale. Toutefois, son incidence et sa mortalité diminuent d’année en année. La prévalence 
mondiale est de 99,7 cas pour 100 000 femmes (soit 0,99%) et on estime le taux de mortalité à 16 cas 
(soir 0,16%) par an.  
En France, 54 062 nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués en 2015 et on 
estime le nombre de décès à 11 913 soit 18,2% des décès par cancer chez la femme. L’âge moyen au 
diagnostic était de 60 ans et l’âge médian au moment du décès était de 73 ans avec une survie nette 
standardisée sur l’âge à 5 ans de 87% et à 10 ans de 76% pour les patientes diagnostiquées entre 
2005 et 2012.  
On constate cependant une diminution du taux d’incidence (- 1,5 par an en moyenne entre 
2005 et 2012) ainsi qu’une diminution du taux de mortalité équivalent à celle du taux d’incidence. Le 
taux de mortalité diminue donc d’année en année et cela peut être expliqué en partie par 
l’amélioration des traitements et surtout par un dépistage du cancer du sein de plus en plus adapté 
au niveau de risque de chaque femme, qui permet de diagnostiquer ces cancers à un stade précoce. 
Ainsi, la prise en charge est de plus en plus efficace et repose entre autre sur la classification des 
différents sous-types tumoraux, permettant de définir les thérapeutiques les plus adaptées pour 
chaque type de cancer du sein.  
Les facteurs de risque non génétiques identifiés dans le cancer du sein sont : des 
menstruations précoces (avant 15 ans) et/ou une ménopause tardive (après 55 ans), l’absence de 
grossesse ou une première grossesse tardive (après 35 ans), l’utilisation de traitements hormonaux 
de substitution ou de contraceptifs oraux, l’alcool, l’inactivité physique et l’obésité ou le surpoids 
après 50 ans (Danaei et al., 2005; Lacey et al., 2009).  
On estime à environ 15% des cancers du sein présentant un apparenté du premier degré 
atteint. Parmi ces 15% de cancers à risque familial, on retrouve des facteurs de risque d’origine 
génétique à forte pénétrance (c’est-à-dire avec une probabilité de cancer si une mutation est 
présente) tels que les mutations des locus de BRCA1 et BRCA2 et les mutations de p53, PTEN, LKB1 et 
CDH1, permettant d’expliquer les syndromes familiaux associés au cancer du sein (Couch et al., 
2014). Cependant, les syndromes familiaux restent minoritaires (22 cas de mutations BRCA1/2 pour 
1000 cancers du sein par exemple) par rapport au nombre de cas de cancer du sein se développant 
chez des patientes ne présentant pas de facteurs de risque génétiques héréditaires connus. 
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b) Classification moléculaire des cancers du sein  
Avant les années 2000, l’hétérogénéité des cancers du sein était essentiellement basée sur une 
classification anatomo-pathologique de l’OMS avec 21 types de carcinomes infiltrants. Cette 
classification morphologique où les carcinomes canalaires infiltrants sont prédominants (environ 
80%) ne tient pas compte de la biologie et de ce fait a une utilité limitée pour la prise en charge 
thérapeutique. Néanmoins, l’expression des récepteurs hormonaux (RO (Récepteurs aux 
Oestrogènes) & RP (Récepteur à la Progestérone)) et de HER2 sont pris en compte pour le choix 
thérapeutique (facteurs pronostiques et prédictifs). 
Le développement des analyses génomiques (analyses des niveaux d’expression des ARN 
complétées par les analyses ADN pan génomiques) permet d’analyser simultanément l’expression de 
nombreux gènes, de faire un « portait » de chaque tumeur et de mettre ainsi en lumière 
l’hétérogénéité biologique des tumeurs du sein. T. Sorlie et C.M. Perou (Sorlie et al., 2001) ont été les 
premiers, en 2001, à subdiviser les cancers du sein en fonction du profil d’expression génique et ainsi 
à décrire à partir d’une liste de gènes différents exprimés entre les types tumoraux et nommée 
« signature intrinsèque » le sous-type luminal A (25 à 40% des cas) et B (20 à 25% des cas), le sous-
type HER2 (15 à 18% des cas), le sous-type basal-like (15 à 18% des cas) et le sous-type normal-like, 
ce dernier sous-type étant vraisemblablement un artéfact lié à une forte contamination des premiers 
profils d’expression génique et n’ayant pas de réelle traduction en pathologie. Les sous-types 
Claudin-low (Perou et al., 2000), HER2-enriched (Prat et al., 2014) et apocrines (Farmer et al., 2005) 
ont été ensuite individualisés. Cette signature intrinsèque en sous-types apporte des informations 
pertinentes en termes de pronostic, d’épidémiologie, de réponse à l’hormonothérapie et à la 
prédiction de réponse aux traitements ciblés anti-HER2. 
 Luminal A ;  ce sous-type est caractérisé par le niveau d’expression le plus élevé des RO et 
des gènes régulés par les RO (GATA-3, FOXA1) et une faible expression des gènes liés à la 
prolifération (expression de Ki-67 faible). La mutation de p53 est de l’ordre de 15%. En pratique 
clinique, il s’agit des carcinomes exprimant les récepteurs aux œstrogènes, de grade I ou II et avec un 
index de prolifération faible. 
 
 Luminal B ; ce sous-type est caractérisé par un niveau d’expression plus faible des RO & RP, 
des gènes régulés par les RO et une forte expression des gènes liés à la prolifération (expression de 
Ki-67 élevée). La mutation de p53 est de l’ordre de 65%. En pratique clinique, il s’agit des carcinomes 
exprimant les récepteurs aux œstrogènes, de grade II ou III et avec un index de prolifération élevé. 
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 HER2 ; ce sous-type est caractérisé par une expression forte de l’amplicon de HER2, dont 
HER2 et GR7 avec une expression des RO (RO+) ou non (RO-). Il existe le plus souvent une expression 
élevée des gènes liés à la prolifération et une mutation de p53 de l’ordre de 70%.  
 
 HER2-enriched ; ce sous-type décrit par A. Prat et ses collègues avec une expression nulle des 
RO (RO-) correspond à 45% des tumeurs HER2+ et est caractérisé par une expression élevée des 
protéines HER2/EGFR et phospho-(p)-HER2/p-EGRF (Prat et al., 2014). Ce sous-type est un facteur 
prédictif important d’une réponse avec un double blocage anti-HER2 en l’absence de chimiothérapie. 
 
 Claudin-low ; ce sous-type décrit par C.M. Pérou et ses collègues correspond à 5-10% des 
cancers du sein, caractérisé par RO- RP- HER2- avec un enrichissement important des marqueurs de 
la transition épithélio-mésenchymateuse, des gènes en rapport avec la réponse immunitaire et des 
profils de cellules souches.  
 
 Basal-like ; ce sous-type est caractérisé par un très faible niveau d’expression des gènes des 
RO, HER2 associé à une forte expression des gènes tels que les cytokératines (CK) 5,6,17, EGFR, 
laminine, FAB7 et des gènes liés à la prolifération tumorale. En complément sur le plan génomique, 
ces carcinomes basal-like présentent de nombreuses altérations génomiques avec plusieurs gains et 
pertes de segments chromosomiques, des mutations de p53 dans presque 100% des cas et très 
souvent une inactivation somatique du gène BRCA1. Sur le plan morphologique, ils sont de type 
canalaire, le plus souvent de grade III avec un index mitotique élevé. Sur le plan 
immunophénotypique, il s’agit le plus souvent de cancers du sein dit triple-négatifs (RO-, RP-, HER2-) 
avec l’expression des cytokératines de haut poids moléculaire (5, 6, 17 et/ou EGFR). La majorité des 
carcinomes (environ 85%) survenant dans un contexte de mutation constitutionnelle héréditaire 
BRCA1 partage les caractéristiques moléculaires, morphologiques et immunophénotypiques de ce 
sous-type basal-like.  
 
 Les carcinomes apocrines ; ce sous-type RO- et RP- présente une signature avec activation de 
la voie de signalisation des récepteurs androgéniques (RA). 
 
 Les cancers du sein triple-négatifs : RO-, RP-, HER2- ; il ne s’agit pas d’un sous-type issu 
d’une classification moléculaire mais d’une individualisation issue d’une définition 
immunophénotypique : l’absence d’expression des récepteurs hormonaux et d’HER2. De plus les 
cancers basal-like ne sont pas à 100% triple-négatifs et inversement tous les cancers triple-négatifs 
ne sont pas tous du sous-type basal-like. 
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4. HER2+ enriched (non luminal): RO et/ou RP négatif, HER2+ ; anti-HER2 (double 
blocage), chimiothérapie 
5. Triple-négatif: RO et/ou RP négatif, HER2- ; chimiothérapie 
 
2. Impact du système immunitaire et des lymphocytes T infiltrant les tumeurs 
sur l’évolution des cancers du sein  
À l’inverse du mélanome ou du carcinome rénal, le rôle de la réponse immunitaire dans les 
cancers du sein a longtemps recueilli peu de considération ; ce type de tumeur était historiquement 
considéré comme faiblement immunogénique. Toutefois, comme dans beaucoup d’autres variétés 
de cancers, le système immunitaire est, comme nous l’avons vu, susceptible de jouer un double rôle 
dans les différentes et successives étapes du développement tumoral des cancers du sein. Il existe en 
effet des preuves précliniques et également en clinique humaine, d’une immunosurveillance, capable 
d’éviter l’émergence ou de limiter le développement des cancers du sein : la présence d’un infiltrat 
immun plus ou moins important dans les cancers du sein peut logiquement être interprétée comme 
l’un des stigmates le plus évident de cette tentative d’immunosurveillance. La réponse immunitaire 
anti-tumorale peut également être compromise soit via un phénomène d’immunosélection soit lors 
des processus actifs d’immunosubversion. Ces deux phénomènes permettront alors l’échappement 
de la tumeur à la reconnaissance et à l’éradication des cellules tumorales par le système immunitaire 
de l’hôte.  
Par ailleurs, des observations cliniques au niveau du sang périphérique permettent 
également d’illustrer l’impact du système immunitaire dans le cancer du sein : des patientes 
porteuses de tumeurs mammaires (notamment à un stade avancé) montrent des signes biologiques 
d’immunosuppression. La lymphopénie a constitué historiquement une des premières observations 
cliniques reflétant une interaction tumeur/système immunitaire délétère au cours de l’évolution des 
cancers du sein (Caras et al., 2004). Il a d’ailleurs été montré que la profondeur de la lymphopénie 
constituait un facteur indépendant de survie plus courte, au cours de la maladie métastatique (Ray-
Coquard et al., 2009). Par ailleurs, il a été également observé une diminution marquée du nombre de 
NKT circulants ainsi que de l’activité de la voie de signalisation STAT1 et de la production d’IFNγ par 
les lymphocytes T ou les cellules NK du sang circulant de patientes atteintes d’un cancer du sein 
(Konjevic et al., 2011; Molling et al., 2005). En faveur de processus actifs d’immunosubversion, il est 
montré depuis plusieurs années que les patientes porteuses d’un cancer du sein ont un nombre de 
cellules immunorégulatrices, telles que les lymphocytes T régulateurs ou les MDSC, plus important 
dans le sang périphérique que les sujets sains ; ce nombre est d’autant plus élevé plus la masse 
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tumorale est importante (Diaz-Montero et al., 2009; Wolf et al., 2003). Il existe donc un faisceau 
d’arguments cliniques en faveur de la réalité des phénomènes d’immunosurveillance/ 
immunosubversion chez des patientes porteuses d’un cancer du sein, et certains de ces phénomènes 
peuvent donc être captés au niveau du sang périphérique. 
Parallèlement, l’étude récente de signatures transcriptomiques tumorales a permis de 
mettre en évidence un pronostic plus favorable pour les patientes avec une tumeur exprimant plutôt 
une signature Th1 ou de cytotoxicité (Desmedt et al., 2008; Finak et al., 2008; Kristensen et al., 2012). 
Il a également été mis en évidence qu’une signature moléculaire de 8 gènes, correspondant à une 
signature TFh permet de prédire la survie des patientes (Gu-Trantien et al., 2013). A contrario, le 
recrutement de cellules myéloïdes suppressives au niveau du site tumoral ainsi que l’augmentation 
des niveaux d’ARN et de protéines spécifiques de ces cellules sont associés à une diminution de la 
survie globale (Drews-Elger et al., 2014). Il a également été décrit que les formes agressives de cancer 
du sein (triple-négatif ou HER2+) présentent ainsi plus fréquemment une signature immunologique 
Th2, que Th1 (Kristensen et al., 2012). Cependant, pour ces deux sous-types moléculaires, l’existence 
d’une signature immunologique favorable semble avoir une valeur pronostique particulièrement 
importante lorsqu’elle est présente (Desmedt et al., 2008; Ignatiadis et al., 2012; Schmidt et al., 
2008; Teschendorff et al., 2007). Les cancers du sein triple-négatifs ou HER2+ semblent donc être les 
formes dans lesquelles le système immunitaire tient la plus grande importance pronostique, par 
rapport au sous-type luminal. 
Très récemment, l’équipe de l’institut Jules Bordet a réalisé des études in silico sur les profils 
d’expression génique provenant de 7270 échantillons de tumeurs mammaires pour lesquelles le suivi 
clinique était connu. Cette étude met en évidence l’augmentation de l’infiltration tumorale en 
macrophages de type M0 et M1, en lymphocytes Treg et TFh comparativement à du tissu mammaire 
sain (Bense et al., 2017). Par ailleurs, en termes de survie sans récidive, il est montré qu’une 
infiltration en mastocytes activés, en macrophages de type M0, en lymphocytes Treg est associée à 
une moins bonne survie, tandis que la présence au niveau tumoral de macrophages de type M1, de 
lymphocytes Tγδ et de cellules T CD4+ mémoires activées ou de plasmocytes est quant à elle associée 
à un meilleur pronostic (Bense et al., 2017). Il faut tout de même noter qu’aucune de ces études que 
ce soit sur des tumeurs fraiches, ou inclues en paraffine, n’a jusqu’alors décrit un rôle pronostique 
significatif des lymphocytes Th17 ou Th9. 
Ces méthodes d’évaluation de l’infiltration immunitaire par des techniques d’expression génique 
sont de plus en plus utilisées, et ont pour avantage d’assez bien refléter le phénotype et la 
fonctionnalité des différentes populations de TILs, mais restent du domaine de la recherche, car non 
standardisées et reposant sur une infrastructure bio-informatique non disponible de façon large. Les 
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Figure 18. Schéma du microenvironnement immunitaire dans le cancer du sein.
Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) peuvent être détectés dans les tumeurs du sein dans le issu 
stromal adjacent à la tumeur (appelés dans ce cas les TILs stromaux) ou infiltrant acivement des zones 
tumorales et en contact direct avec des cellules tumorales (appelés alors TILs intratumoraux). Les TILs 
sont composés de lymphocytes cytotoxiques (CD8+) et de lymphocytes T helper (CD4+), de cellules B, 
de cellules dendriiques folliculaires et de granulocytes. Adapté de (Savas et al., 2016).
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méthodes morphologiques in situ (historiquement les premières utilisées) gardent donc tout leur 
intérêt, notamment pour la mise en lumière de l’organisation spatiale de la réponse immunitaire au 
sein de la tumeur, et des interactions entre les différentes populations composant la tumeur. Par 
ailleurs, dans le cancer du sein, ces méthodes morphologiques histo-pathologiques ont fait l’objet 
d’un récent consensus visant à standardiser les méthodes d’évaluation de l’infiltration en TILs 
(Salgado et al., 2015b). 
 En ce qui concerne l’infiltration lymphocytaire des cancers du sein et plus particulièrement 
les TILs, cette infiltration est donc le plus souvent quantifiée par une analyse morphologique in situ 
sur coupe de tissu tumoral inclus en paraffine et colorée par l’hématoxyline-éosine-safran (HES). Les 
TILs regroupent les lymphocytes matures, les cellules lymphoplasmocytoïdes et les plasmocytes 
infiltrant les tumeurs. Dans les cancers du sein, ils peuvent s’organiser, en fonction de la tumeur 
étudiée, au sein du stroma tumoral, soit en formant un infiltrat diffus, soit des foyers de forte 
densité. Rarement ils sont au contact des cellules cancéreuses, disséminés entre elles (TILs intra-
tumoraux), mais le plus souvent ils infiltrent le stroma entre les foyers de cellules cancéreuses (TILs 
stromaux), voire très souvent à distance du tissu tumoral (soit entourant celui-ci en couronne 
périphérique, ou bien formant des amas dans le tissu sain péri-tumoral) (Figure 18, p. 92). 
Le rôle pronostique favorable d’une forte infiltration en TILs est suspecté dans le cancer du 
sein depuis l’individualisation anatomo-pathologique des carcinomes médullaires du sein, tumeurs 
rares, mais d’excellents pronostics spontanés (malgré leur haut grade histologique), et très fortement 
infiltrées en lymphocytes. La relation entre ce bon pronostic et un haut niveau en TILs a depuis 
toujours été évoqué (à l’instar des tumeurs colorectales de phénotype MSI). Il faut toutefois attendre 
les années 2000 pour que d’autres travaux morphologiques évaluant les TILs dans le cancer du sein, 
viennent réveiller ce concept, et l’élargir aux carcinomes non médullaires : ainsi, en 2009, sur une 
grande cohorte de patientes traitées par chirurgie seule, E.A. Rakha et ses collègues montrent que les 
patientes traitées pour un cancer du sein de haut grade mais riche en TILs présentaient une meilleure 
survie sans rechute et une meilleure survie globale que celles avec un cancer de grade intermédiaire 
mais avec peu de TILs (Rakha et al., 2009). L’absence de traitement adjuvant permet ici de démontrer 
le rôle typiquement pronostique positif d’une forte densité en TILs dans l’histoire naturelle du cancer 
du sein. 
 Par la suite, plusieurs larges études rétrospectives menées sur le matériel biologique de 
patientes inclues dans des essais prospectifs en situation adjuvante ont permis après 2010, d’une 
part de confirmer l’impact pronostique de la densité en TILs (tout spécialement en TILs stromaux) 
corrélée quantitativement linéairement dans ces études à la survie sans rechute, voire à la survie 
globale (Adams et al., 2014; Dieci et al., 2015; Loi et al., 2014; Loi et al., 2013; Perez et al., 2016), et 
93
d’autre part de mettre en lumière que l’importance pronostique des TILs dans les cancers du sein 
localisés était significatif quasi exclusivement dans les sous-types triple-négatifs et HER2+ (avec des 
résultats plus hétérogènes dans ce dernier sous-type). Ces résultats significatifs dans les sous-types 
triple-négatifs et HER2+ corroborent d’ailleurs les données transcriptomiques préalablement 
décrites. Ces grandes études prennent en compte les TILs de façon globale, évalués quantitativement 
sur coupe de tissu tumoral colorée par l’HES. D’autres études se sont intéressées à l’influence 
pronostique de différents sous-types de TILs (détectés en général à l’aide d’un marquage 
immunohistochimique). L’équipe d’A.R. Green a ainsi montré, sur une large série de patientes, que la 
présence de lymphocytes T CD8+ au niveau de la tumeur avait une valeur pronostique favorable 
indépendante sur la survie des patientes suggérant donc la capacité de ces cellules cytotoxiques à 
promouvoir une réponse immunitaire anti-tumorale au site tumoral (Mahmoud et al., 2011a). Ces 
données CD8 ont été confirmées récemment par la publication de l’analyse du matériel tumoral 
provenant de 4 essais adjuvant et incluant plus de 12 000 patientes : la présence d’un infiltrat T CD8+ 
stromal est associée à une réduction importante du risque de décès par cancer du sein, là encore de 
façon très significative dans les sous-types triple-négatifs et HER2+. Les TILs CD8+ stromaux n’ont par 
contre pas d’impact pronostique dans les formes RH+/HER2-. De la même manière, il a été mis en 
évidence qu’une forte infiltration tumorale en lymphocytes B ou en cellules NK avait également un 
impact pronostique favorable en termes de survie (Mahmoud et al., 2012a; Mamessier et al., 2011). 
La présence sur les pièces opératoires de cancers du sein de veinules à endothélium haut (VEH, qui 
sont les vaisseaux où siège la diapédèse leucocytaire et qui permettent ainsi l’infiltration 
lymphocytaire au niveau des tumeurs) est significativement associée à une forte infiltration 
lymphocytaire T et B, et à une meilleure survie sans récidive de la maladie (Martinet et al., 2011). À 
l’inverse, la présence d’une forte infiltration tumorale en lymphocytes T régulateurs Foxp3+ (Bates et 
al., 2006; Gobert et al., 2009; Mahmoud et al., 2011b) ou en macrophages CD68+ (DeNardo et al., 
2009; Mahmoud et al., 2012b) ont été décrites comme significativement associée à un moins bon 
pronostic clinique dans le cancer du sein. De façon intéressante, dans l’étude princeps de Bates sur le 
rôle pronostique péjoratif des lymphocytes Treg Foxp3+, la densité en Treg était significativement 
associée à des critères clinico-pathologiques de mauvais pronostic, mais surtout l’effet pronostique 
négatif était restreint aux sous-types RH+. Par la suite, des résultats contradictoires sur le rôle des 
Treg dans le cancer du sein sont venus complexifier les analyses pronostiques en révélant une étroite 
corrélation entre la densité en T CD8+ et en Treg Foxp3+, et donc par là même, l’existence de formes 
de cancers du sein fortement infiltrés en Treg mais aussi en T CD8+ et de bon pronostic (West et al., 
2013). Dans ce cadre d’études des différents sous-types de TILs, la balance entre densité de cellules 
immunitaires favorables à la réponse immunitaire anti-tumorale, et densité en cellules 
94
immunorégulatrices, pourrait être importante à prendre en considération (ratio CD8+/Foxp3+ par 
exemple, à l’instar de ce qui est publié pour d’autres sous-types tumoraux).  
 Ainsi, il existe actuellement un grand engouement scientifique pour étudier les TILs dans les 
cancers du sein. Les données publiées sur de larges séries sont en effet convergentes dans les sous-
types HER2+ et surtout triple-négatifs, qui sont des sous-types agressifs pour lesquels les cliniciens 
manquent de facteurs de stratification pronostique pour adapter les traitements. Ces études ont 
ainsi pu mettre en lumière le caractère probablement immunogénique de ces sous-types de cancers 
du sein, ouvrant la voie au développement de nouvelles immunothérapies (inhibiteurs de 
checkpoints de la réponse immunitaire) dans ces variétés de mauvais pronostic. Par ailleurs, à l’heure 
de la biologie moléculaire, la quantification des TILs apparait être une méthode peu couteuse, 
robuste et reproductible d’un laboratoire à l’autre, notamment grâce à l’important effort de 
standardisation de cette évaluation qui a été fait par les pathologistes impliqués dans le diagnostic 
des cancers du sein (Salgado et al., 2015b). 
 
3. Rôle prédictif de l’infiltration lymphocytaire dans les cancers du sein 
Au-delà d’un rôle purement pronostique, l’étude de prélèvements issus de tumeurs du sein 
traitées par chimiothérapie néoadjuvante a également permis de mettre en évidence un rôle 
prédictif des TILs dans le cancer du sein. Le groupe de pathologistes allemands mené par C. Denkert a 
en effet montré une interaction significative entre l’importance de la densité en TILs et la qualité de 
la réponse tumorale à un traitement néoadjuvant (Denkert et al., 2010) : la probabilité d’obtention 
d’une réponse histologique complète (RHC) à la chimiothérapie était en effet d’autant plus grande 
que la présence de TILs était importante. La RCH était ainsi particulièrement fréquente (plus de 40%) 
pour les tumeurs du sein dans lesquelles le stroma tumoral était occupé à plus de 50-60% par des 
TILs (concept de Lymphocyte Predominant Breast Cancer : LPBC), faisant ainsi apparaitre un sous-
type de cancer du sein particulièrement sensible à la chimiothérapie. D’autres publications sont 
venues étayer ce concept en montrant à chaque fois un lien significatif entre réponse au traitement 
néoadjuvant et densité en TILs (Denkert et al., 2015; Issa-Nummer et al., 2013; Ono et al., 2012; 
Yamaguchi et al., 2012). Encore une fois, et par analogie au setting pronostique en adjuvant, ce 
concept apparait particulièrement valide pour les cancers du sein triple-négatifs, mais pas pour les 
tumeurs luminales (sauf peut-être pour les rares patientes avec une tumeur RH+ de phénotype 
LPBC). Les résultats sont quant à eux contrastés pour les tumeurs HER2+, avec un caractère prédictif 
inconstant, parfois non retrouvé (Bianchini et al., 2015; Salgado et al., 2015a; Schneeweiss et al., 
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2013), peut être en rapport avec l’utilisation de plusieurs thérapies ciblées anti-HER2 qui pourraient 
moduler différemment la réponse immunitaire in situ. À cet égard, il faut signaler que les études 
morphologiques (densité en TILs) ou transcriptomiques (signature « réponse immunitaire » 
fortement exprimée) menées sur des tumeurs HER2+ et traitées en néoadjuvant par chimiothérapie 
seule retrouvent clairement un lien avec l’obtention d’une RHC (Ignatiadis et al., 2012; Yamaguchi et 
al., 2012). 
Concernant le type de TILs et leur aspect prédictif en néoadjuvant, il existe beaucoup moins 
d’étude que concernant l’aspect pronostique en adjuvant, mais là encore la littérature laisse 
apparaitre qu’un fort ratio initial CD8+/Foxp3+ constitue un facteur prédictif d’obtention de la RHC 
(Miyashita et al., 2014; Nabholtz et al., 2014; Nabholtz et al., 2016). 
Une autre preuve des interactions chimiothérapie/réponse immunitaire in situ réside dans 
les études qui se sont intéressées à la modification de la densité en TILs dans les tumeurs avant et 
après chimiothérapie néoadjuvante. Il apparait en effet dans certaines tumeurs un recrutement des 
TILs après application d’une chimiothérapie néoadjuvante, particulièrement dans le cas de forte 
réduction tumorale sous traitement (Demaria et al., 2001), ce qui pourrait suggérer la contribution 
d’une réponse immunitaire induite par la chimiothérapie dans l’efficacité du traitement et donc peut 
être dans le pronostic à plus long terme. Ainsi, en dépit de l’absence de RCH, plusieurs études ont 
montré que l’existence d’un fort infiltrat en TILs sur la pièce opératoire après chimiothérapie 
néoadjuvante constituait un facteur pronostique de meilleure survie sans rechute (Dieci et al., 2014). 
Là encore, qualitativement parlant, ce meilleur pronostic est retrouvé si un ratio CD8+/Foxp3+ élevé 
est retrouvé sur la pièce opératoire après chimiothérapie néoadjuvante (Ladoire et al., 2011b; 
Miyashita et al., 2014). 
Ainsi, la situation néoadjuvante permet de recourir au biomarqueur TILs pour avoir une 
information prédictive quant à l’efficacité de la chimiothérapie à venir (sur la biopsie tumorale 
initiale), et une information pronostique (sur le reliquat tumoral de la pièce opératoire). L’année 
dernière, une étude a démontré que les TILs sont un marqueur prédictif fort de la réponse à la 
chimiothérapie néoadjuvante dans tous les sous-types moléculaires du cancer du sein sur une 
cohorte de plus de 3500 patientes. Cet effet prédictif se traduit par une survie sans récidive 
augmentée dans les tumeurs HER2+ et triple-négatives. À l’inverse, ce bénéfice sur la survie n’est pas 
observé dans les cancers du sein de type luminal suggérant ainsi une biologie différente de l’infiltrat 
immunologique dans ce sous-type moléculaire (Denkert et al., SABCS 2016, S1-09).  
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IV. Objectifs des travaux de thèse 
Le travail de recherche de l’équipe du Pr. Ghiringhelli a pour objectif de mieux caractériser 
les liens entre système immunitaire et cancer, et plus particulièrement de mieux comprendre le rôle 
des lymphocytes T helper dans la progression tumorale. De précédents résultats obtenus dans notre 
équipe ont ainsi démontré le rôle majeur joué par le système immunitaire dans l’effet thérapeutique 
de traitements anti-cancéreux tels que la chimiothérapie (Bruchard et al., 2013; Limagne et al., 2016; 
Vincent et al., 2010). Par ailleurs, un autre axe développé dans l’équipe consiste à étudier 
l’implication des lymphocytes T helper CD4+ dans les réponses immunitaires anti-tumorales. Mon 
travail de thèse s’inscrit précisément au sein de cet axe puisque nous nous sommes tout 
particulièrement intéressés à étudier l’infiltration tumorale de différents sous-types de lymphocytes 
T helper ainsi qu’à déterminer leur rôle pronostique dans les cancers du sein.  
L’équipe a mis en évidence que le contexte cytokinique jouait un rôle majeur sur les 
fonctions suppressives des lymphocytes Th17 murins. En effet, la présence de TGF-β lors de la 
différenciation des cellules Th17 réprime l’expression du facteur Gfi-1 qui inhibe, quant à lui, 
l’expression des ectonucléotidases CD39 et CD73 à la surface de ces cellules. Ainsi, les lymphocytes 
Th17 différenciés en présence d’IL-1β, d’IL-6 et d’IL-23 et en absence de TGF-β n’expriment pas les 
ectonucléotidases et ne sont pas immunosuppresseurs. Par ailleurs, le transfert adoptif de 
lymphocytes Th17 murins différenciés en présence de TGF-β et d’IL-6 favorise la progression 
tumorale de manière CD39 dépendante, confirmant donc que l’expression des ectonucléotidases leur 
confère in vivo des capacités immunosuppressives dans un contexte de cancer (Chalmin et al., 2012). 
Les objectifs de mon premier travail de thèse ont été de déterminer si les résultats obtenus chez la 
souris étaient transposables à l’Homme. Il nous a donc paru intéressant d’étudier chez l’Homme les 
caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des lymphocytes Th17 dans les cancers du sein, 
d’explorer un éventuel effet immunosuppressif adénosine dépendant, et d’évaluer si ces cellules 
peuvent être impliquées dans le pronostic des patientes traitées à visée curative pour un cancer du 
sein.  
Le projet suivant s’est inscrit dans la continuité de ce premier travail et des résultats obtenus 
au sein de l’équipe sur la mise en évidence de cibles pharmacologiques permettant d’inhiber la 
polarisation des lymphocytes Th17. Comme nous avons démontré que les lymphocytes Th17 
différenciés en présence d’IL-6 et de TGF-β présentaient des propriétés immunosuppressives 
dépendantes des ectonucléotidases CD39 et CD73 chez la souris et chez l’Homme (Chalmin et al., 
2012; Thibaudin et al., 2016), nous avons tenté de mettre en évidence de potentielles cibles 
pharmacologiques qui conduiraient à l’inhibition de la différenciation Th17. Nous nous sommes donc 
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intéressés à étudier le rôle de l’activation pharmacologique de la désacétylase SIRT1, qui en 
désacétylant STAT3 pourrait limiter sa fonction de facteur de transcription et ainsi avoir un impact 
sur la polarisation des lymphocytes Th17 in vitro et in vivo, et à évaluer son potentiel thérapeutique 
chez la souris. Nous avons également cherché à déterminer ex vivo chez l’Homme l’impact d’une telle 
activation afin de proposer l’utilisation d’agents thérapeutiques capables de limiter la différenciation 
des lymphocytes Th17 dans un contexte de cancer. 
Enfin, les recherches que nous menons actuellement sont orientées sur l’étude des 
lymphocytes Th9 dans les cancers du sein. Des résultats obtenus très récemment dans l’équipe ont 
démontré que les propriétés effectrices des lymphocytes Th9 murins pouvaient être potentialisées 
en présence d’IL-1β et de manière IRF1 dépendante et que ces cellules présentaient des propriétés 
anti-tumorales in vivo (Vegran et al., 2014). L’objectif de ce dernier projet est de déterminer si le 
phénotype Th9 est retrouvé chez l’Homme et d’étudier le rôle de l’IL-1β dans la potentialisation des 
propriétés effectrices de ces cellules. Pour finir, nous avons étudié le rôle pronostique des 
lymphocytes Th9 dans les cancers du sein afin d’envisager une utilisation potentielle en immunologie 
anti-tumorale.  
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Projet 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Human ectonucleotidase-expressing CD25high Th17 
cells accumulate in breast cancer tumors and exert 
immunosuppressive functions 
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Depuis leur caractérisation phénotypique et fonctionnelle, de nombreux travaux précliniques 
ont montré l’importance des lymphocytes Th17 dans la pathogénie de maladies inflammatoires ou 
auto-immunes (maladie de Crohn, sclérose en plaque, psoriasis ou encore spondylarthropathies), 
notamment via le rôle pro-inflammatoire de l’IL-17 (van den Berg and Miossec, 2009). En revanche, 
le rôle potentiel des lymphocytes Th17 dans le développement des cancers et la réponse immunitaire 
anti-tumorale reste à l’heure actuelle largement méconnu. Toutefois, alors qu’il s’agit d’une sous-
population lymphocytaire quantitativement rare chez l’animal ou le sujet sain, la proportion de Th17 
parmi le pool des lymphocytes T est significativement plus importante dans le sang, la moelle 
osseuse et la rate d’animaux porteurs de tumeur maligne. De récents travaux chez l’Homme 
semblent confirmer ces résultats : ainsi, la proportion de Th17 est plus importante chez les patients 
porteurs de cancer ORL ou de mélanome malin que chez les individus sains (Su et al., 2010). 
Malgré ces observations préliminaires, le rôle fonctionnel et éventuellement pronostique des 
lymphocytes Th17 dans les cancers reste débattu, essentiellement en raison de résultats précliniques 
contradictoires. Il a en effet été montré que les lymphocytes Th17 sont reliés à au mauvais pronostic 
et pourraient favoriser la progression tumorale dans le cancer de l’estomac et dans le myélome 
multiple (Iida et al., 2011; Prabhala et al., 2010). À l’inverse, ces cellules semblent limiter la 
progression tumorale dans le cancer de la prostate grâce à une action anti-tumorale (Sfanos et al., 
2008).  
Plus récemment, il a été démontré chez la souris l’existence de deux sous-types 
lymphocytaires Th17 : les lymphocytes Th17 générés en présence d’IL-6 et de TGF-β qui expriment, 
sous la dépendance de ces deux cytokines majeures du microenvironnement tumoral, les 
ectonucléotidases CD39 et CD73 qui sont capitales pour la génération d’adénosine et favorisent ainsi 
la diminution des fonctions effectrices des lymphocytes T CD4+ et CD8+, et qui sont alors capables de 
favoriser la croissance tumorale alors que les lymphocytes Th17 différenciés en absence de TGF-β 
n’expriment pas les ectonucléotidases CD39 et CD73 et n’ont alors aucun rôle sur la croissance 
tumorale (Chalmin et al., 2012). 
Des recherches menées chez l’Homme ont montré que les cellules Th17 humaines se 
distinguent des cellules Th1 et Th2 par leur expression du récepteur de chémokine CCR6 (Sallusto et 
al., 2012). En outre, il a été observé que parmi les cellules CCR6+ sécrétrices d’IL-17A, certains 
lymphocytes T CD4+ étaient également sécréteurs d’IFNγ alors que d’autres ne sécrétaient que de 
l’IL-17A. Ainsi, deux sous-types lymphocytaires T CD4+ CCR6+ sécréteurs d’IL-17A ont été identifiés, 
l’un exprimant également le récepteur CXCR3 (qui est le récepteur spécifique des cellules Th1) et 
sécrétant de l’IFNγ et l’autre exprimant seulement le récepteur CCR6 (Acosta-Rodriguez et al., 2007). 
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Dans ce contexte, il nous a paru important d’étudier chez l’Homme les caractéristiques 
fonctionnelles et phénotypiques des lymphocytes Th17 chez des patients porteurs de cancer. Nous 
avons choisi d’étudier les Th17 humains chez des patientes porteuses de cancer du sein (rôle non 
exploré jusqu’à présent dans la littérature sur les TILs et le cancer du sein), afin de déterminer si ces 
cellules peuvent présenter des propriétés immunosuppressives dépendantes des ectonucléotidases 
CD39 et CD73 et enfin d’évaluer si les cellules Th17 peuvent jouer un rôle pronostique chez les 
patientes atteintes de cancer du sein localisés.  
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Human ectonucleotidase-expressing CD25high
Th17 cells accumulate in breast cancer tumors
and exert immunosuppressive functions
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Th17 cells contribute to the development of some autoimmune and allergic diseases by driving tissue inflammation.
However, the function of Th17 cells during cancer progression remains controversial. Here, we show that human
memory CD25high Th17 cells suppress T cell immunity in breast cancer. Ectonucleotidase-expressing Th17 cells
accumulated in breast cancer tumors and suppressed CD4C and CD8C T cell activation. These cells expressed both
Rorgt and Foxp3 genes and secreted Th17 related cytokines. We further found that CD39 ectonucleotisase expression
on tumor-infiltrating Th17 cells was driven by TGF-band IL-6. Finally, immunohistochemical analysis of localized breast
cancer revealed that high-tumor infiltration by IL-17C cells was associated with a poor clinical outcome and impeded
the favorable effect of high CD8C infiltration. Altogether, these findings suggest that intratumoral Th17 cells
compromise anticancer immune responses in breast cancer patients.
Introduction
Th17 cells are a new population of CD4C T cells involved in
cancer immunomodulation.1 These cells are characterized by
their capacity to produce IL-17A and IL-17F, but also IL-10, IL-
21, IL-22 and TNFa and require the transcription factors
RORgt and RORa for their development.2 In humans, Th17
cells are characterized by the expression of the chemokine recep-
tor CCR6.3 While Th17 cells were initially identified in the con-
text of autoimmune responses, we and others have demonstrated
that these cells were present in mouse and human cancers.4-7
However, their role in cancer still remains controversial. Adop-
tive transfer of tumor specific Th17 cells in mouse models dem-
onstrated their potent anticancer activity.8 In human ovarian
cancer high expression of IL-17 is also associated with a favorable
clinical outcome.9 In contrast, other reports have shown that
Th17-derived IL-17A could favor cancer progression because of
its capacity to promote vascular endothelial growth factor
(VEGF) production and tumor angiogenesis.10,11 We have also
previously reported the immunosuppressive functions and the
protumorigenic role of murine Th17 lymphocytes.4 We found
that TGF-b and IL-6 drove the differentiation of naive mouse
CD4C T cells into Th17 cells that expressed the ectonucleoti-
dases CD39 and CD73.4 These enzymes degrade extracellular
ATP into the immunosuppressive molecule adenosine. Accord-
ingly, we found that Th17 could suppress T cell immune
responses and promote tumor growth through adenosine.
Whether this immunosuppressive pathway is also relevant in
human cancer has however remained elusive.
In the present study, we focused our interest on human local-
ized breast cancer (LBC). We observed a specific accumulation of
ectonucleotidase-expressing Th17 cells in breast tumors. These
cells were found to suppress T cell activation and are associated
with poorer prognosis.
Results
Foxp3C Th17 cells accumulate in locally advanced breast
cancer
We analyzed the frequency of helper memory CD4C T cells
that were isolated from periheral blood mononuclear cells
(PBMCs) of patients with breast cancers and healthy individuals
(Table S1 summarizes the clinical characteristic of the patients).
Frequency of memory T cell subpopulations was determined
using their chemokine receptor expression12 (Fig. S1). In the
CD25high population, we observed CCR6 negative and positive
populations that respectively shared Treg and Th17 profiles
based on expression of transcription factor and cytokine
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production (Fig. S2). In CD25low population, we isolated
CCR6¡ CXCR3C, CCR6¡ CXCR3¡ CCR4C and CCR6C
CXCR3¡ populations that respectively shared Th1, Th2 and
Th17 profiles (Fig. S2). We did not detect frequency variation of
memory helper CD4C T cell population in PBMCs (Fig. 1A).
We then analyzed the frequency of T helper cell populations in
12 samples of normal breast tissue and 13 breast tumors
(Table S1). We observed an enrichment of CD4C T cell infiltra-
tion in tumor compared to non-tumor breast tissue. In addition,
we observed an accumulation of CD25high expressing Th17 cells
in the tumor tissues in comparison to normal breast tissue
(Fig. 1B) or blood (Fig. S3). We confirmed that these CD25high
CCR6C tumor-infiltrating cells are Th17 cells, as they express
RORgt and IL-17A (Fig. 1C). These cells also co-expressed
Foxp3, and are hereafter referred to as CD25high Th17 cells
(Fig. 1D). After restimulation CD25high Th17 cells but not Treg
produce IL-17A (Fig. 1E). We confirmed that CD25high Th17
cells from PBMCs produce and express other Th17 related cyto-
kines such as IL-17F, IL-21, IL-22, IL-10 and TNFa (Fig. S4).
Together, these data demonstrate a specific accumulation of
CD25high Th17 cells in the tumor bed of human breast cancer.
CD25C Th17 cells express ectonucleotidases
We have tested the expression of ectonucleotidases in CD4C
memory subsets in PBMC from healthy volunteers (HV). We
observed that more than 50% of Foxp3C Treg and CD25high
Th17 cells but less than 15% of Th1, Th2 and CD25low Th17
cells expressed CD39 (Figs. 2A, B). We also observed that
tumor-infiltrating Th17 cells expressed high levels of CD39
(Figs. 2C,D). CD73 expression could not be detected on Treg
and Th17 cells using flow cytometry, however immunofluores-
cence revealed its submembrane location on both cell types13,14
Figure 1. Th17 cells accumulate in locally invasive breast cancer. (A) PBMCs from HV or breast cancer patients (patients) were stained with anti-CD4C,
anti-CD45RA, anti-CCR6, anti-CCR4, anti-CXCR3, anti-CD25 antibodies and analyzed by flow cytometry. The frequency of memory CD4C (CD45RA¡,
CD4C) Th1 (CD25low, CCR6¡, CXCR3C), Th2 (CD25low, CCR6¡, CXCR3¡, CCR4C), Th17 (CD25low, CCR6C, CXCR3¡), CD25high Th17 (CD25high, CCR6C, CXCR3¡)
and Treg (CD25high, CCR6¡, CXCR3¡) cells is depicted. The data presented represent the analyses performed on 23 HVs and 13 breast cancer patients. (B)
CD4C lymphocytes from breast tumors (n D13) or normal breast tissue (n D 12) were analyzed as in (A). The frequency of memory CD4C T cells is
depicted. (C) Tumor infiltrating CD25high Th17 cells and Treg cells were analyzed for IL-17 and RORgt expression by intracellular staining. Numbers beside
outlined areas indicate percent cells in gate. (D) Tumor infiltrating CD25high Th17 cells and Treg cells were analyzed for Foxp3 expression by intracellular
staining. Numbers beside outlined areas indicate percent cells in gate. (E) Tumor infiltrating CD25high Th17 and Treg cells sorted from breast tumors
were restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies and IL-17A secretion was assessed by ELISA after 3 d. Representative data from one of at least
three independent experiments are shown (C–F). *p < 0.05
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Figure 2. For figure legend, see page 4.
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(Fig. 2E). Moreover, we confirmed that tumor-infiltrating
CD25high Th17 cells express ectonucleotidases (Fig. 2F). We
confirmed CD73 expression on all activated CD4C T cell subsets
using q-PCR and Western Blotting (Figs. 2G, H). Together
these data indicate that human blood and tumor infiltrating
Th17 cells express CD39.
Human Th17 cells exert adenosine dependent suppression
The expression of CD39 and CD73 ectonucleotidases cata-
lyzes the transformation of extracellular ATP into adenosine,
which dampens T cell responses.15 Th17 cells had a nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase activity comparable to Treg
cells (Fig. 3A). CD39 mAb blunted adenosine production by
both Th17 and Treg subsets (Fig. S5A). Adenosine requires
expression of its receptor on the target cell to mediate its effect.
We observed that human CD8C T cells and Th1 CD4C T cells
express selectively the A2A receptor (Fig. 3B). We observed that
CD25high Th17 cells decrease the ability of Th1 and CD8C T
cells to produce IFNg or TNFa in a dose dependent manner
(Figs. 3C, D). These cells exert comparable immunosuppressive
functions to Treg cells. However, we showed that CD25low
Th17 cells do not suppress IFNg secretion (Fig. S5B). Impor-
tantly, we observed that the immunosuppressive effect of Th17
cells is decreased by the addition of CD39 blocking antibody or
A2A receptor inhibitor (Fig. 3E). We have tested additional
doses of the inhibitor A2A receptor inhibitor. While we noted a
dose-dependent effect, doses higher than 10mM fail to be more
efficient to revert the effect of CD25high Th17 cells (Fig. S5C).
Together these data demonstrate that Th17 cells suppressed
both CD8C and Th1 cell ability to produce IFNg in an adeno-
sine and A2A receptor dependent manner.
Additionally we observed that CD4C TILs depleted from
CD25high Th17 are able to produce more IFNg than total
CD4C TILs (Figs. 3F, G), confirming that tumor-infiltrating
CD25high Th17 cells suppress T cell responses.
Th17 cell accumulation in breast cancer is due to both
proliferation and recruitment
Local accumulation of Th17 cells in breast tumor could be
due to their proliferation in situ or to their recruitment. We mea-
sured Ki67 expression in CD25high and CD25low tumor infiltrat-
ing memory CD4C T cells. Ki67 was shown to be expressed only
during the first 24h after TCR triggering.16 We observed a spe-
cific proliferation of CD25high memory CD4C T cells in tumor
bed compared to CD25low tumor infiltrating memory T cells
and PBMCs memory T cells (Fig. 4A). Interestingly this
proliferation is specifically observed in the CD25high Th17 cells
subset and not in Treg (Fig. 4B).
Th17 cells are characterized by the specific expression of
CCR6,17 a receptor for the chemokine CCL20.18 CCL20 expres-
sion at the tumor site could be involved in the accumulation of
Th17 cells. We obtained mRNA from 36 locally advanced breast
cancers (Table S2) and observed a strong correlation between
mRNA CCL20 expression in tumor bed and IL17 mRNA
expression (Fig. 4C). As a control, CCL22 expression which is
known to recruit Treg cells and CCL19, which is known to
recruit CCR7C T cells are not associated with IL17 mRNA and
protein expression (Fig. 4D). Together these data suggest that
CD25high Th17 cells accumulate in breast tumor because of both
recruitment via CCL20/CCR6 pathway and in situ proliferation.
Ectonucleotidase expression on Th17 cells is driven
by tumor-derived TGF-b and IL-6
We previously reported in mouse models that ENTPD1 and
NT5E (encoding CD39 and CD73 respectively) expression in
Th17 cells is due to the stimulation by TGF-b and IL-6, which
are frequently expressed in breast tumor tissue. We thus specu-
lated that after recruitment in the tumor bed via the CCR6/
CCL20 axis, Th17 cells could be locally stimulated to acquire
ectonucleotidase immunosuppressive functions.
Using a series of 36 locally advanced breast cancers we
observed a correlation between IL17 mRNA expression in tumor
and ENTPD1 and NT5E mRNA expression (Fig. 5A). In addi-
tion, we noted a correlation between RORC and IL6 as well as
RORC and TGFb1 expression (Fig. 5B), thus suggesting that
these two cytokines could are involved in accumulation of immu-
nosuppressive Th17 cells. In contrast, neither IL6 nor ENTPD1
and NT5E were correlated with FOXP3 expression (Fig. S6). We
cell sorted CD25low Th17 from healthy donor PBMCs and stim-
ulated these cells with TCR triggering and TGF-b or IL-6 or the
combination of both cytokines. Using flow cytometry we found
that TCR triggering is sufficient to induce CD25 expression and
that TGF-b or the combination of TGF-b and IL-6 induced
Foxp3 expression in Th17 cells (Fig. 5C). As a control, Treg cells
could not be differentiated into CD25high Th17 cells by TGF-b
and IL-6 (Fig. 5D). TCR triggering induced CD25 and NT5E
but not ENTPD1 mRNA expression. NT5E expression is
boosted by cytokine stimulation. In contrast, only cytokine stim-
ulation with TGF-b and IL-6 enhanced ENTPD1 mRNA
expression (Fig. 5E). We observed that IL-17 secretion was
maintained in these conditions (Fig. 5F). As a control, TGF-b
or IL-6 or the combination of both cytokines did not enhance
ectonucleotidase expression in Treg cells (Fig. 5G). These data
Figure 2 (See previous page). Human CD25high Th17 cells express ectonucleotidases.Memory blood-derived (A, B) or breast-tumor infiltrating (C, D)
Th1, Th2, Th17 as well as CD25high Th17 and Tregs were analyzed for CD39 expression using flow cytometry (representative dot plot (A,C) and mean §
SD percentage of cells of 3 independent experiments (B, D). (E) Memory blood-derived Th1, Th2, Th17 as well as CD25high Th17 and Tregs were stained,
permeabilized and analyzed for CD39 and CD73 expression using immunofluorescence. Memory blood-derived Th1, Th2, Th17 as well as CD25high Th17
and Tregs were analyzed for CD73 expression using. (F) Breast tumor infiltrating Treg or Th17 CD25high lymphocytes were sorted out and restimulated
with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. After 3 d, Entpd1 and Nt5e expression were analyzed using immunofluorescence. (G) q-PCR (mean § SD per-
centage of cells of three independent experiments) and (H). Western blotting (One representative of three independent experiments) after 24 and 72 h
of in vitro stimulation respectively.
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suggest that tumor production of TGF-
b and IL-6 could promote differentia-
tion of conventional Th17 cells into
CD25high Th17 cells that expressed
CD39 and CD73.
IL-17-infiltrating cells drive
immunosuppression in human breast
cancer
We evaluated the functional charac-
teristics of immune cell infiltrates using
low array immune gene expression in
our series of 36 patients with local
breast cancer. In this population we per-
formed IL-17 immunohistochemistry
and observed that 15 tumors are highly
infiltrated by IL-17C cells, and 21 were
poorly infiltrated by IL-17C cells. Upon
gene expression we observed that gene
related to the Th17 cluster (IL17, IL21,
RORC, TNFa) and CD39 were significantly overexpressed
among IL-17Hi tumors (Fig. 6A), thus demonstrated that IL-17
labeling is a valuable surrogate marker of Th17 infiltration.
To test the global immune response, we constructed a corre-
lation matrix for that we submitted to hierarchical clustering.
We determined two major clusters of genes displaying similar
correlation profile. One cluster contained genes coregulated
with CD3e (black rectangle) and associated with T cell density.
The other one contained genes coregulated with CD33 (red
rectangle) and associated with myeloid derived suppressor cells
(MDSC) infiltration and immune suppression (Fig. S7A). We
performed analysis using ClueGO software to determine inter-
connection between each gene clusters. We identified a network
of intercorrelated genes associated with a coordinated CD4C
and CD8C T cell response associated with a Th17 immune
response (Fig. S7B). Together these data underscore that in
Figure 3. CD25high Th17 cells exert adeno-
sine dependent suppressive functions. (A)
Blood-derived memory Th1, CD25high Th17
cells and Tregs were cocultured for 72 h
with 2 mM ATP. The concentration of aden-
osine in the supernatant was determined
by enzymatic assay.25 (B) Blood-derived
memory Th1 cells and CD8C T cells were
cell sorted using flow cytometry, reacti-
vated using anti-CD3 and anti-CD28. A1,
A2AR, A2BR and A3 mRNA expression level
was assessed after 72 h by RT-qPCR analy-
sis. CD25high Th17 cells or Tregs were cocul-
tured with (C) CD4C or (D) CD8C T cells at
different ratios (1,00,000 Th1 or CD8C T cells
to 20,000 (5:1), 10,000 (10:1) or 2,500 (25:1)
suppressive cells) for 3 d. IFNg and TNFa
secretion was assessed using ELISA. (E)
Same as in (C) and (D) using neutralizing
anti-CD39 antibody or an adenosine A2A
receptor inhibitor ANR 94. (F) Breast tumor
infiltrating lymphocytes (TILs) were sorted
out and either total CD4C TILs or TILs
depleted from immunosuppressive popula-
tions (Treg or Th17 CD25high cells) were
restimulated with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies for 3 d. IFNg secretion was
assessed by ELISA and IFNg expression was
analyzed by RT-qPCR (G) same as in (F) but
IFNg secretion was assessed by intracellular
staining 3. Data are mean §SD of three
independent experiments. *p< 0.05.
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breast cancer a coordinated immune response is present with a
T cell immune response drift toward Th17 polarization in asso-
ciation with a myeloid immunosuppressive pathway.
In a retrospective series of 145 patients with node positive
breast cancer homogenously treated by surgery followed by
anthracycline-based adjuvant chemotherapy (Table S3), we
quantified by immunohistochemistry stromal and tumor nest
CD8C and IL-17C cells. We then separated patients into two
groups (high vs. low), using median as a cut-off for each marker
(Fig. 6B). We observed that only high stromal IL-17C cells were
significantly associated with poor relapse-free survival (RFS) and
overall survival (OS) in both univariate and multivariate models
(Fig. 6C and Tables S4 and S5). Upon testing the prognostic
role of CD8C cells in the two IL-17 groups we observed no
imbalance between prognosis factors (Table S6). High infiltra-
tion in CD8C cells is associated with a better survival only in the
group of low IL-17C infiltrates (Fig. 6D). Taken together, these
data suggest that Th17 presence in human breast cancer is associ-
ated with ectonucleotidase expression, and with poorer outcome.
Discussion
Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) have been shown to
profoundly affect breast cancer prognosis. However, the nature
and functions of TILs in breast cancer microenvironment
remains incompletely defined. Here, we found that CD25high
Th17 cells accumulated in human breast cancer. These cells
express CD39 and CD73 and suppress CD4C and CD8C T cell
activation through adenosine release. Breast cancer patients fea-
turing high IL-17C cell infiltration had a poor clinical prognosis;
even in case of a high CD8C T cell infiltration. These novel
human data underscore the clinical relevance of this immunosup-
pressive pathway in breast cancer.
In contrast to the well-defined contributions of the effector T
cells in breast cancer, the role of Th17 cells in this disease remains
elusive. Tumor infiltration by IL-17-producing cells has been pro-
posed to be a negative prognostic factor,19 suggesting that Th17 cells
may be detrimental in this context. However, the underlying biolog-
ical mechanisms have not yet been reported. In breast cancer,
CCR6C Foxp3C cells were proposed to dampen CD8C T cell acti-
vation, leading to poorer clinical prognosis.20 However, whether
these cells presented Th17 cell features was unclear, and the immune
suppression mechanism was not documented. Our findings here
revealed that in the breast tumor microenvironment, CD25high
Th17 cells that expressed both Foxp3 and RORc are Th17 cells
characterized by their ability to express Th17 cytokines, but are also
immunosuppressive cells that contribute to tumor escape.
We had previously reported that mouse Th17 cells could harbor
immunosuppressive functions that relied primarily on their expres-
sion of ectonucleotidases.4 The expression of the ectonucleotidases
CD39 and CD73 allow the conversion of ATP into adenosine,
Figure 4. Th17 cell accumulation in breast cancer is due to both proliferation and recruitment. (A) Ki67 expression in CD25high and CD25low tumor-infil-
trating memory CD4C T cells was determined by flow cytometry using intracellular staining. (B) Ki67 expression was determined as in (A) in CD25high
Th17 and Tregs. Representative data from one of three experiments are shown. mRNA was extracted from 36 breast cancer tumor samples and the
expression of IL17, CCL19, CCL20 and CCL22 was determined using RT-qPCR. The correlation between (C) IL17 and CCL20 as well as (D) IL17 and CCL19 or
IL17 and CCL22 expression was determined using RT-qPCR.
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Figure 5. For figure legend, see page 8.
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which dampens T cell activation through binding to A2A recep-
tors. Unlike effector T cells, Treg express high levels of CD39,
which contributes to immune suppression. Our findings here
report for the first time in breast cancer the existence of ectonucleo-
tidase-expressing CD25high Th17 cells. These cells expressed
CD39 and CD73 ectonucleotidases at comparable levels to Treg
cells. Interestingly, in ulcerative colitis, CD39 expression was simi-
larly found comparable between immunosuppressive Foxp3C
Th17 cells and bona fide Treg from patients, confirming the ability
of CD25high Th17 cells to suppress immune activation in various
contexts.21 However, as effector Th1 cells or CD8C T cells
expressed CD73 (Fig. 2E and data not shown) we cannot exclude
a possible cooperation between CD25high Th17 cells and effector
cells to induce adenosine production.
Our findings indicating the predominance of CD25high Th17
cells over Treg in the breast cancer tumor microenvironment sug-
gest that these cells primarily drive immune suppression at the
tumor site. In addition our observations indicate that CD25high
Th17 cells are able to proliferate at the tumor site, and are
recruited via the CCR6/CCL20 axis. In addition, we identified
here that TGF-b and IL-6 favor the conversion of conventional
CCR6C peripheral Th17 into CD25high immunosuppressive
Th17 cells. Together these results support the hypothesis that
CD25low CCR6C peripheral Th17 cells could be recruited in the
tumor bed by CCL20, and then activated by local antigen stimu-
lation, thus suggesting local priming and a coordinated Th17
derived immune response. While the ability of Treg to differenti-
ate into Th17 cells in proinflammatory environments has been
thoroughly studied,22 the conversion of conventional Th17 cells
into suppressive Th17 has not been yet explored, and the influ-
ence of the tumor microenvironment on Th17 cells remains
incompletely understood.
The prognostic value of CD8C and Treg tumor infiltration
has been established in large cohorts of breast cancer
patients.23,24 Our retrospective analysis of CD8C and IL17C
breast cancer infiltration by immunohistochemistry indicates that
the combined analysis of these two cell populations refines breast
cancer patient’s prognosis. The observation that high CD8C T
cell infiltration is associated with favorable outcome only in the
presence of low associated-IL-17C cell infiltration further sug-
gests an important immunosuppressive role of CD39-expressing
Th17 cells on CD8C dependent breast anticancer immunity.
These results also support the use of therapies designed to neu-
tralize ectonucleotidases in breast cancer.
Materials and Methods
Patients and healthy donors
Between January, 2013 and December 2013, we collected
PBMCs and tumor samples from patients with breast cancer in
the Centre Georges François Leclerc. The study group (n D 14)
comprised patients who underwent surgery for an invasive ductal
non-metastatic breast carcinoma. The control group (n D 23)
consisted of sex and age matched HV. Tumor stage was deter-
mined according to the 2002 International Union against Cancer
TNM classification system. All patients gave informed consent
approved by the local Ethics Committee. Review of pathology
reports confirmed the diagnosis. Information regarding clinical
pathological characters of patients is presented in Table S1.
Cohort 1: We retrospectively studied frozen cancer-tissue
specimens from 36 consecutive patients who underwent surgery
for an invasive ductal non-metastatic breast carcinoma at the
Georges Francois Leclerc Cancer Centre, Dijon France from Jan-
uary 2010 to June 2010.
A second cohort of 145 consecutive patients, treated by sur-
gery and adjuvant therapy by anthracycline-based chemotherapy
for HER2-negative invasive ductal non-metastatic breast carci-
noma between 2002 and 2004 at the Georges Francois Leclerc
Cancer Centre. The study was approved by the ethical local com-
mittee, and patients gave written informed consent for the use of
samples from their tumors for future investigations at the time of
the diagnosis. Histoprognostic grade was defined according to
the modified Bloom and Richardson method. The steroid hor-
mone receptor status was determined using enzyme immunoas-
says (Abbott Diagnostics, Rungis, France).
T cell isolation from tumors
Tumors were removed aseptically and minced with scissors into
1–2 mm3 pieces. The minced tumors were then stirred in 40 mL
complete RPMI 1640 containing 40 mg collagenase, type IV
(Sigma), 4 mg deoxyribonuclease (Sigma) for 3 h at room temper-
ature. The tumor cell suspension was filtered through a nylon-
mesh screen with pores of 50 mm to remove cell clumps, and the
Figure 5 (See previous page). Th17 cell ectonucleotidase expression is driven by tumor-derived TGF-b and IL-6. (A) mRNA was extracted from 36 breast
cancer tumor samples and the expression of IL17, ENTPD1 and NT5E was determined using RT-qPCR. The correlation between IL17 and ENTPD1 as well as
IL17 and NT5E expression was determined using RT-qPCR. (B) mRNA was extracted from 36 breast cancer tumor samples and the expression of RORC,
TGFb1 and IL6 was determined using RT-qPCR. The correlation between RORC and TGFb1 as well as RORC and IL6 expression was determined using RT-
qPCR. (C) CD25low memory Th17 cells were cell sorted from PBMCs and restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for 3 d in the presence of
TGF-b, IL-6 or TGF-b and IL-6. After 3 d, the expression of CD25 and FOXP3 were determined by flow cytometry. Representative data from one of three
independent experiments are shown. (D) Tregs were cell sorted from PBMCs and restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for 3 d in the pres-
ence of TGF-b and IL-6. After 3 d, the expression of CD25, FOXP3 and RORC were determined by flow cytometry. Representative data from one of three
independent experiments are shown. (E) CD25high memory Th17 cells were cell sorted from PBMCs and restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 anti-
bodies for 3 d in the presence of TGF-b, IL-6 or TGF-b and IL-6. After 3 d, mRNA was extracted and the expression of CD25 (left panel), NT5E (middle
panel) and ENTPD1 (right panel), was determined. (F) CD25low memory Th17 cells were cell sorted from PBMCs and were restimulated with anti-CD3 and
anti-CD28 antibodies for 3 d in the presence of TGF-b, IL-6 or TGF-b and IL-6. After 3 d, IL-17A secretion was assessed by ELISA. ***p <0.001.(G) Treg
were cell sorted from PBMCs and restimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for 3 d in the presence of TGF-b (left panel), IL-6 (middle panel)
or TGF-b and IL-6(right panel). After 3 d, mRNA was extracted and the expression of ENTPD1, NT5E, RORC, IL17 and FOXP3 was determined. Th17 cells
were used as control. Data are mean§ SD of two independent experiments (E, F). * p < 0.05 (unless otherwise indicated).
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filtrate was then centrifuged (250£g,
10 min). The cell pellet was washed
twice with serum-free RPMI 1,640 and
resuspended in complete RPMI 1,640.
T cell culture
Memory CD4C T cells (CD4C
CD45RA¡) were first enriched from
blood PBMCs using the Human
CD4C T Cell Enrichment Cocktail
(Stemcell, 50 ml/mL) and then cell-
sorted. Isolated CD4C T cells were
stimulated with plate-bound antibod-
ies against CD3 (OKT3, 2 mg/mL,
BioXcell) and CD28 (CD28.2, 2 m g/
mL, BioXcell) with or without cyto-
kines. Human IL-6 (20 ng/mL) and
TGF-b (5 ng/mL) were all purchased
from MiltenyiBiotec. Cells were classi-
cally harvested on day three (unless
otherwise specified) for detection of
cytokines by ELISA and real-time
quantitative PCR analysis.
Suppression assays
To test CD4C CD25high Th17 cell suppressive activity, 105
Th1 or CD8C T cells were activated with 2 mg/mL anti-CD3
(BioXcell) and anti-CD28 (BioXcell) as effector cells and cocul-
tured with or without Treg or CD4C CD25high Th17 cells at
ratios of 5:1, 10:1 and 25:1 for 72 h in complete medium
(XVivo 15, gibco). IFNa and TNFa secretion was assessed sub-
sequently after 3 d. In some experiments, an anti-CD39 antibody
(A1, 10 mg/mL, AbD serotec) or an adenosine A2A receptor
inhibitor ANR94 (10 mmol/L) was added.
Quantification of adenosine levels
Adenosine levels were assessed as previously described.25
Briefly, 30 mL of conditioned medium after reactivation of dif-
ferent CD4C T cell subsets were transferred into separate wells in
Figure 6. IL-17-infiltrating cells drive
immunosuppression in human breast can-
cer/IL-17-infiltrating cells negatively affect
human breast cancer prognosis. (A) IL-17
expression in 36 breast cancer tumor sam-
ples was determined by immunohis-
tochemistry (IHC). Samples were then
classified as IL-17high and IL-17low based
on IHC results and the expression of IL17,
ENTPD1, IL21, RORC and TNFA was deter-
mined using RT-qPCR. (B) Representative
picture of IL-17C staining of breast tumor
using immunhistochemistry. We represent
a tumor with a low (upper panel) and high
(lower panel) IL-17 infiltrates. N D 145
patients. (C) Kaplan–Meier curves of
relapse free survival (left panel) and overall
survival (right panel) for patients with local
breast cancer according to the presence of
a high or low density of IL-17C cells in the
tumor stroma. N D145 patients. (D)
Kaplan–Meier curves of overall survival
according to the presence of a high or low
density of CD8C cells in the tumor stroma
in the group of a high (left panel) or low
(right panel) density of IL-17C cells infil-
trate. N D 70.
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96-well microplates containing combinations of the following
enzymes in a final volume of 170 mL buffer: 0.3 U/mL adeno-
sine deaminase (type IX from bovine spleen), 0.25 U/mL bacte-
rial purine nucleoside phosphorylase and 0.15 U/mL microbial
xanthine oxidase (all from Sigma). After 20 min at room temper-
ature, 30 mL of H2O2-detecting mixture containing HRP (1 U/
mL, Invitrogen, Molecular Probes) and Amplex Red reagent
(60 mM, Invitrogen, Molecular Probes) was added to the micro-
wells, followed by measurement of the fluorescence intensity at
the emission and excitation wavelengths of 545 and 590 nm,
respectively. Two different enzymatic cocktails were used: mix A
containing the complete enzymatic cascade and mix B containing
the same mixture without adenosine deaminase. For adenosine
sensing, the background fluorescence determined in the absence
of adenosine deaminase (mix B) has been substracted from the
fluorescence in well containing the complete adenosine-convert-
ing cascade.
Flow cytometry
Antibodies anti-CXCR3 (G025H7), anti-CCR6 (G034E3),
anti-CCR4 (TG6), anti-CD25 (BC96), anti CD45RA (HI100)
and anti-CD4C (OKT4) were purchased from Biolegend. All
events were acquired by a BD LSR-II cytometer equipped with
BD FACSDiva software (BD Biosciences) and data were ana-
lyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, Oregon).
Measurement of cytokines
Cell culture supernatants were assayed by ELISA for human
IFNg, IL-4, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 and TNF-a
(Biolegend, St Quentin, France) according to manufacturer’s
protocol.
For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for
4 h at 378C in culture medium containing PMA (50 ng/mL;
Sigma-Aldrich), ionomycin (1 mg/mL; Sigma-Aldrich) and mon-
ensin (GolgiStop; 1 ml/mL; BD Biosciences). After staining for
surface markers and 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) to
exclude dead cells, cells were fixed and permeabilized according
to the manufacturer’s instructions (Cytofix/Cytoperm kit, BD
Biosciences), then stained for intracellular products. Antibodies
used for intracellular staining were as follows: Allophycocyanin-
conjugated anti-RORgt (REA278, Miltenyi), phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-Foxp3 (PCH101, eBioscience) or PE-con-
jugated anti-RORgt (Miltenyi) or Brilliant Violet 421-conju-
gated anti-IL-17A (eBio64DEC17, eBioscience).
Real-time quantitative PCR
Total RNA from T cells was extracted with TriReagent
(Ambion), reverse transcribed using M-MLV Reverse Transcrip-
tase (Invitrogen) and was analyzed by real-time quantitative PCR
(RT-qPCR) with the Sybr Green method according to the man-
ufacturer’s instructions using the 7,500 Fast Real Time PCR sys-
tem (Applied Biosystems). Expression was normalized to the
expression of human ACTB. Primers designed to assess gene
expression are as reported in Table S1.
Western blotting
Purified naive T cells were differentiated for 72 h into Th1,
Th2, Th17, Treg or CD25high Th17 cells, then collected and pel-
leted by centrifugation (5 min, 1,500 £ g). Cells were lysed in
boiling buffer [1% SDS, 1 mmoL/L sodium orthovanadate, and
10 mmoL/L Tris (pH 7.4)] containing protease inhibitor cocktail
for 20 min at 4C. Cell lysates were subjected to sonication (10 s
at 10%) and protein concentrations were assessed using a Bio-
Rad DC Protein Assay Kit. Proteins were then denaturated,
loaded, and separated by SDS-PAGE and transferred onto nitro-
cellulose membranes (Schleicher & Schuell). After blockade of
nonspecific binding with 5% bovine serum albumin (BSA) in
Tris-buffered saline containing 0.1% tween 20 (TBST), mem-
branes were incubated overnight with primary antibody diluted
in TBST containing 1% BSA, washed and incubated for 1 h
with secondary antibody diluted in TBST–1% BSA. After addi-
tional washes, membranes were incubated with Luminol reagent
(Santa Cruz Biotechnology) and exposed to X-ray films. The fol-
lowing human monoclonal antibody was used: anti-CD73
(NBP1-85740, Novus).
Immunohistochemical labeling
Immunohistochemistry used monoclonal antibodies against
the T-cell marker CD8C (Dako, Trappes, France), and IL-17
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). Antigen retrieval
was carried out by heating slides for 15 min at 95C in 1 mmoL/
l EDTA. Labeling was detected using the Dako Envision system
(Dako). The stained arrays were counterstained with haematoxy-
lin and mounted in Aquamount (Dako). Positive and negative
staining controls were carried out with paraffin tonsil sections
using IL-17 and CD8C monoclonal antibody and an isotype-
matched negative control antibody.
Levels of lymphocytic infiltration were evaluated by two inde-
pendent physicians (FG and SL). All samples were previously
anonymized and blinded to the clinicopathological data. On the
slide, the number of stained cells was analyzed by enumeration of
positive cells in three high-power fields (40£) in the adjacent
stromal area and in the tumor bed. The mean count of the three
fields was used for statistical analysis. The results of the analyses
conducted by each independent pathologist were subsequently
compared. Discrepancies between the two observers were
reviewed jointly to reach a consensus when the mean count differ
from more than 1%. The kappa coefficient of correlation
between the observers was 95%.
Immunofluorescence microscopy
Double immunofluorescence staining was performed for
CD39 and CD73 markers. The following primary antibodies
were used: mouse anti-CD39 (Abcam) and rabbit anti-CD73
(Novus). Secondary antibodies were a goat anti-rabbit Alexa
Fluor 488 (A11034, Invitrogen) and a donkey anti-mouse
Alexa Fluor 564(A10037, Invitrogen). Images were acquired
using a Z-stac acquisition (x63) (AxioImager M2, Zeiss,
Germany).
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Cluego analysis
To further understand the biological relevance of the hub
genes and their regulators in breast tumor, we performed func-
tional enrichment analysis using ClueGO.26 ClueGO facilitates
the visualization of functionally related genes displayed as a clus-
tered network and chart. The statistical test used for the enrich-
ment was based on right-sided hypergeometric option with a
Benjamini–Hochberg correction and kappa score of 0.3.
Correlation matrix analysis
Correlations were performed using the Spearman test. Corre-
lation matrix was represented using Treeview viewer. Unsuper-
vised hierarchical clustering of samples was performed by using
Gene Cluster 3.0 software. The hierarchical clustering was per-
formed using Euclidean distance measure and complete linkage
analysis. Positive correlation appears in red and negative correla-
tion in green.
Statistical analyses
Statistical analysis was performed using Prism software
(Graph Pad software, La Jolla, CA, USA) for biological studies.
For the analysis of experimental data, comparison of continuous
data was achieved by the Mann–Whitney U test and comparison
of categorical data by Fisher’s exact test, as appropriate. All p val-
ues are two tailed. P values < 0.05 were considered significant.
Data are represented as mean § SD.
Regarding the analysis of clinical data, patient or disease char-
acteristics were examined using the x2 test or Fisher’s exact test
for qualitative variables, and the Student t or Mann–Whitney
tests for continuous variables, as appropriate. All patients were
followed up until death or the end of data recording (September
1st, 2014). OS was calculated from the date of diagnosis until
the date of death (all causes). Alive patients were censored at the
last follow-up. RFS was calculated from the date of diagnosis
until the date of relapse (local or metastatic). Alive or dead
patients without relapse were censored at the last follow-up. Fol-
low-up was calculated using the reverse Kaplan–Meier method.
OS and RFS probabilities were estimated using the Kaplan–
Meier method and were compared by the log-rank test. Hazards
ratios (HRs) with a 95% confidence interval (CI) were calculated
using univariate Cox proportional hazards regression modeling.
All variables with a univariate Cox p value  0.20 were eligible
for multivariate analyses. Correlations between co-variables were
firstly tested for eligible variables. To prevent collinearity, when
two variables were significantly correlated, one variable was
retained according to its clinical relevance or to the value of the
likelihood ratio. Finally, multivariate Cox proportional hazards
regression modeling was applied to assess the independent prog-
nosis effect for OS and RFS. Analyses were performed using
MedCalc Software.
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Supplementary figure 1: Flow cytometry gating strategy to identify memory CD4 T cell subpopulations 
through chemokine receptor expression. 
Supplementary figure 2: Chemokine receptor expression allows the distinction between Th1, Th2, Th17 
and regulatory T cells. PBMCs from healthy volunteers (HV) were stained with anti-CD4, anti-CD45RA, 
anti-CCR6, anti-CCR4, anti-CXCR3, anti-CD25 antibodies and cell sorted. The frequency of memory CD4 
(CD45RA-, CD4+) Th1 (CD25low, CCR6-, CXCR3+), Th2 (CD25low, CCR6-, CXCR3-, CCR4+), Th17 (CD25low, 
CCR6+, CXCR3-), CD25high Th17 (CD25high, CCR6+, CXCR3-) and Treg (CD25high, CCR6-, CXCR3-) cells were 
then stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies for three days. TBX21 (a), GATA3 (b), RORC (c), 
FOXP3 (d) expression was assessed by RT-qPCR after 72 hours and IFN-γ (e), IL-17A (f) and IL-4 (g) levels 
were assessed by ELISA. The data presented represent the analyses performed on 4 healthy volunteers. 
Supplementary figure 3: Accumulation of CD25high expressing Th17 cells in breast tumor tissue. PBMCs 
from breast cancer patient blood (Patients) or breast tumor TILs were stained with anti-CD4, anti-
CD45RA, anti-CCR6, anti-CCR4, anti-CXCR3, anti-CD25 antibodies and analyzed by flow cytometry. The 
frequency of memory CD4 (CD45RA-, CD4+) Th1 (CD25low, CCR6-, CXCR3+), Th2 (CD25low, CCR6-, CXCR3-, 
CCR4+), Th17 (CD25low, CCR6+, CXCR3-), CD25high Th17 (CD25high, CCR6+, CXCR3-) and Treg (CD25high, CCR6-, 
CXCR3-) cells is depicted. The data presented represent the analyses performed on 13 breast cancer 
patients and 13 breast tumors. 
Supplementary figure 4: CD25high CCR6+ cells secrete Th17 cell related cytokines. CD25high, CCR6+, CXCR3- 
memory CD4 T cells were cell sorted from healthy volunteers PBMC and restimulated with anti-CD3 and 
anti-CD28 for three days. IL17F, IL10, IL21, IL22 and TNFα expression were assessed by RT-qPCD after 
three days and IL-17F, IL-10, IL-21, IL-22 and TNFα levels were measured by ELISA. 
Supplementary figure 5: CD25high Th17 cells exert adenosine dependent suppressive functions. (A) 
Blood-derived memory Th1, CD25high Th17 cells and Tregs were cocultured for 72 hours with 2µM ATP 
and with anti-CD39 mAb. The concentration of adenosine in the supernatant was determined by 
enzymatic assay. (B) Blood-derived memory CD25lowTh17 cells or CD25high Th17 cells were cocultured 
with Th1 cells at different ratios for three days. IFNγ secretion was assessed using ELISA. One 
representative experiment is shown. Data are mean ± SD of 3 replicates of one experiment. *p<0.05. 
(C) Blood-derived memory CD25high Th17 cells or Tregs were cocultured with Th1 cells for three days 
with increasing concentrations of adenosine A2A receptor inhibitor ANR94 (0.4, 2, 10 or 50 µM). 
IFNγ secretion was assessed by ELISA after three days. One representative experiment is shown. 
Data are mean ± SD of 3 replicates of one representative experiment. **p<0.005. 
Supplementary figure 6: The expression of ectonucleotidases is not correlated to Foxp3 expression. 
mRNA was extracted from 36 breast cancer tumor samples and the expression of IL6, TGFb1 ENTPD1, 
NT5E and FOXP3 was determined using RT-qPCR. The correlation between FOXP3 and IL6 as well as 
FOXP3 and ENTPD1 as well as FOXP3 and NT5E as well as FOXP3 and TGF-β expression was determined 
using RT-qPCR. 
Supplementary figure 7: IL-17-infiltrating cells drive immunosuppression in human breast cancer. A) A 
correlation matrix of gene expression in breast tumors was constructed and submitted to unsupervised 
hierarchical clustering using complete linkage. Each dot represents a correlation coefficient, in which 
sign is represented by the color of the dot (green for negative correlation, red for positive correlation). 
The cluster containing CD3e gene is delimited by a black line, and the cluster containing CD33 gene is 
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delimited with a red line. B) Genes positively correlated with CD3e (blue border) were analyzed by using 
ClueGO software. Circles represent significantly enriched gene groups with p value corrected with 
Bonferroni step down (green, p=0.000047 and blue, p=0.00014).  
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Supplementary figure 2 
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Supplementary figure 5 
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Supplementary figure 6 
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Supplementary Table 1: Patients and tumor characteristics (N=13) 
  
  
   Age (years) 
  
 
< 50 years 4 (30.8%) 
 
>= 50 years 9 (69.2%) 
   
 
median (min;max) 51 [29;82] 
 
mean (SD) 58.08 (12.72) 
   
   pTumor size (mm) 
 
 
<=20 mm 1 (7.7%) 
 
20 -  50 mm 9 (69.2%) 
 
> 50 mm 3 (23.1%) 
   Lymph node involvement 
 
 
N0 :  3 (23.1%) 
 
N1 :  4 (30.8%) 
 
N2 :  6 (46.1%) 
   Tumor grade 
  
 
1/2 10 (76.9%) 
 
3 3 (23.1%) 
   Estrogen receptors 
  
 
Negative 4 (30.8%) 
 
Positive 9 (69.2%) 
   Progesterone receptors 
  
 
Negative 4 (30.8%) 
 
Positive 9 (69.2%) 
HER2 overexpression 
  
  
 No 12 (92.3%) 
 Yes 1 (7.7%) 
   
Breast cancer subtype    
 HER2+++ 1 (7.7%) 
 Triple negative 3 (23.1%) 
 ER+ or PR+ & HER2- 9 (69.2%) 
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Supplementary Table 2: Patients and tumor characteristics (N=36) (Missing data for 4 patients) 
  
  
   Age (years) 
  
 
< 50 years 6 (16.7%) 
 
>= 50 years 26 (72.2%) 
   
 
median (min;max) 63.5 [30;87] 
 
mean (SD) 61.03 (14.52) 
   
   pTumor size (mm) 
 
 
<=20 mm 20 (55.6%) 
 
20 -  50 mm 10 (27.8%) 
 
> 50 mm 2 (5.5%) 
   Lymph node involvement 
 
 
N0 :  (%) 
 
N1 :  (%) 
 
N2 :  (%) 
   Tumor grade 
  
 
1/2 30 (83.4%) 
 
3 2 (5.5%) 
   Estrogen receptors 
  
 
Negative 3 (8.3%) 
 
Positive 29 (80.6%) 
   Progesterone receptors 
  
 
Negative 11 (30.6%) 
 
Positive 21 (58.3%) 
HER2 overexpression 
  
  
 No 29 (80.6%) 
 Yes 3 (8.3%) 
   
Breast cancer subtype    
 HER2+++ 3 (8.3%) 
 Triple negative 3 (8.3%) 
 ER+ or PR+ & HER2- 26 (72.3%) 
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Supplementary Table 3: Patients and tumor characteristics (N=145) 
  
  
   Age (years) 
  
 
< 50 years 80(50.4%) 
 
>= 50 years 65 (49.7%) 
   
 
median (min;max) 48 [23;72] 
 
mean (SD) 49 (21) 
   
   pTumor size (mm) 
 
 
<=20 mm 83 (57%) 
 
20 -  50 mm 56 (39%) 
 
> 50 mm 6 (4%) 
   Lymph node involvement 
 
 
N0 :  43 (29%) 
 
N1 :  85 (59%) 
 
N2 :  19 (12%) 
   Tumor grade 
  
 
1/2 76 (52%) 
 
3 69 (48%) 
   Estrogen receptors 
  
 
Negative 115 (79%) 
 
Positive 30 (21%) 
   Progesterone receptors 
  
 
Negative 120 (83%) 
 
Positive 25 (17%) 
HER2 overexpression 
  
  
 No 145 (100%) 
 Yes 0 (0%) 
   
Breast cancer subtype    
 HER2+++ 0 (0%) 
 Triple negative 107 (74%) 
 ER+ or PR+ & HER2- 38(26%) 
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Supplementary Table 4: Uni and multivariate* analysis (Cox regression) for factors associated with 
RFS 
 Univariate HR 95% CI p Multivariate HR 95% CI p 
Age 
     <50 
     >50 
 
1 
1.” 
 
 
0.7-1.8 
 
0.9 
   
T stage 
     T1 
     >T1 
 
1 
1.4 
 
 
0.8-2.5 
 
0.18 
 
1 
1.65 
 
 
0.9-3 
 
0.1 
N stage:  
       N0  
       N1 or N2 
 
1 
1.02 
 
 
0.5-1.9 
 
0.9 
   
Hormone receptor status 
      Positive 
      Negative 
 
1 
0.6 
 
 
0.3-1.3 
 
0.17 
 
1 
0.46 
 
 
0.2-0.97 
 
0.04 
Tumor grade 
      1 or 2 
     3 
 
1 
2.8 
 
 
1.6-5.1 
 
0.0001 
 
1 
2.2 
 
 
1.05-4.7 
 
0.03 
Intratumoral CD8 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
1.62 
 
 
0.9-2.9 
 
0.1 
 
1 
0.78 
 
 
0.4_1.5 
 
0.48 
Peritumoral CD8 infiltrate 
      >median 
    <median 
 
1 
1.2 
 
 
0.47-1.48 
 
0.52 
   
 
 
Intratumoral IL-17 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
1.7 
 
 
0.98-2.9 
 
0.06 
 
1 
1.45 
 
 
0.77-2.77 
 
0.25 
Peritumoral IL-17 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
0.19 
 
 
0.11-0.34 
 
<0.0001 
 
1 
0.13 
 
 
0.06-0.29 
 
<0.0001 
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Supplementary Table 5: Uni and multivariate* analysis (Cox regression) for factors associated with 
OS 
 Univariate HR 95% CI p Multivariate HR 95% CI p 
Age 
     <50 
     >50 
 
1 
1.2 
 
 
0.6-1.4 
 
0.8 
   
T stage 
     T1 
     >T1 
 
1 
1.4 
 
 
0.74-2.7 
 
0.3 
   
N stage:  
       N0  
       N1 or N2 
 
1 
1.22 
 
 
0.6-2.5 
 
0.5 
   
Hormone receptor status 
      Positive 
      Negative 
 
1 
0.55 
 
 
0.4-1.02 
 
0.06 
 
1 
0.71 
 
 
0.3-1.6 
 
0.43 
Tumor grade 
      1 or 2 
     3 
 
1 
3.4 
 
 
1.8-6.6 
 
0.0001 
 
1 
4.2 
 
 
1.7-10.3 
 
0.001 
Intratumoral CD8 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
1.5 
 
 
0.75-2.9 
 
0.2 
 
1 
0.62 
 
 
0.3_1.4 
 
 
0.25 
Peritumoral CD8 infiltrate 
      >median 
    <median 
 
1 
1.6 
 
 
0.8-3.1 
 
0.17 
 
1 
2.7 
 
 
1.2-6 
 
0.01 
Intratumoral IL-17 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
1.5 
 
 
0.8-2.8 
 
0.24 
   
 
Peritumoral IL-17 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
1 
0.28 
 
 
0.15-0.5 
 
0.0005 
 
1 
0.3 
 
 
0.13-0.71 
 
0.05 
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Supplementary Table 6: Frequency of clinicopathological characteristics of according to the IL-17 
infiltration in the peritumoral area 
 IL-17 infiltrates above mediane IL-17 infiltrates below mediane P 
 N % N % 
Age 
     <50 
     >50 
 
39 
31 
 
55 
45 
 
41 
34 
 
55 
45 
 
0.9 
T stage 
     T1 
     >T1 
 
41 
29 
 
58 
42 
 
42 
33 
 
56 
44 
 
0.86 
N stage:  
       N0  
       N1 or N2 
 
20 
50 
 
29 
71 
 
23 
52 
 
31 
69 
 
0.85 
Hormone 
receptor status 
      Positive 
      Negative 
 
 
15 
55 
 
 
21 
79 
 
 
23 
52 
 
 
31 
52 
 
0.25 
Tumor grade 
      1 or 2 
     3 
 
34 
36 
 
49 
51 
 
42 
33 
 
56 
44 
 
0.4 
Intratumoral CD8 
infiltrate 
     >median 
    <median 
 
 
29 
31 
 
 
48 
52 
 
 
37 
35 
 
 
51 
49 
 
0.86 
Peritumoral CD8 
infiltrate 
      >median 
    <median 
 
 
26 
34 
 
 
43 
57 
 
 
40 
32 
 
 
55 
45 
 
0.22 
 
Intratumoral IL-
17 infiltrate 
     >median 
    <median 
 
 
36 
34 
 
 
 
51 
49 
 
 
41 
34 
 
 
55 
45 
 
0.71 
*13 missing data for CD8 marker. Data were compared using Fisher exact test. 
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Ce projet nous a permis de mettre en évidence plusieurs points :  
1. Les lymphocytes Th17 CD25+ CCR6+ s’accumulent dans les tumeurs du sein et sont 
immunosuppresseurs : 
 Aucune différence de proportion des lymphocytes Th1, Th2, Th17 et Treg n’est 
observée entre le sang de volontaires sains et le sang de patientes atteintes de cancer du 
sein tandis qu’on retrouve une augmentation significative des lymphocytes Th17 exprimant 
le récepteur CD25 dans des tumeurs mammaires comparées à du tissu mammaire sain. 
 Ces lymphocytes Th17 CD25+ expriment les facteurs de transcription RORγt et Foxp3, 
sécrètent de l’IL-17A et expriment les ectonucléotidases CD39 et CD73. 
 Ces cellules infiltrant les tumeurs du sein ont des capacités immunosuppressives 
dépendantes des ectonucléotidases, de fait elles inhibent les fonctions cytotoxiques des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+. 
 
2. Les lymphocytes Th17 sont attirés au niveau de la tumeur et acquièrent des fonctions 
immunosuppressives via les cytokines présentes dans le microenvironnement 
tumoral : 
 L’axe CCR6/CCL20 recrute les lymphocytes Th17 au niveau du site tumoral. 
 L’IL-6 et le TGF-β, cytokines du microenvironnement tumoral, façonnent les 
lymphocytes Th17 et leur permettent d’acquérir des propriétés immunosuppressives. 
 
3. L’infiltration des lymphocytes Th17 a un rôle sur le pronostique des patientes atteintes 
de cancer du sein : 
 La présence d’une forte infiltration tumorale en cellules IL-17+ est associée à un 
moins bon pronostic clinique des patientes. 
 La présence d’une forte infiltration tumorale en cellules IL-17+ compromet l’impact 
favorable d’une forte infiltration en lymphocytes T CD8+ chez les patientes atteintes de 
cancer du sein.  
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La nature et les fonctions des différents sous-types de TILs dans les cancers du sein restent 
jusqu’à maintenant mal compris. Nous avons mis en évidence que les lymphocytes Th17 CCR6+ 
s’accumulent dans les tumeurs mammaires et que le contexte cytokinique du microenvironnement 
tumoral modèle ces cellules de façon à ce qu’elles expriment les ectonucléotidases CD39 et CD73 
ainsi que le récepteur CD25. Ainsi, via l’expression des ectonucléotidases CD39 et CD73, les 
lymphocytes Th17 intra-tumoraux suppriment les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD4+ et 
CD8+. Ainsi, une forte infiltration en cellules IL-17+ chez des patientes atteintes de cancer du sein est 
associée à un moins bon pronostic clinique (Figure 19, p. 132).  
 
 
Figure 19. Influence du microenvironnement tumoral sur les fonctions des lymphocytes Th17 
humains. 
Jusqu’à présent, les recherches sur les TILs dans le cancer du sein se sont axées 
essentiellement sur l’impact quantitatif de l’infiltrat global comme facteur pronostique, avec pour 
objectif final de pouvoir déceler précocement les patientes porteuses de tumeurs non immunogènes, 
afin de pouvoir éventuellement leur proposer des traitements compensateurs en association avec la 
chimiothérapie. Toutefois, comme nos travaux le montrent, la complexité qualitative et fonctionnelle 
des cellules composant le microenvironnement immunitaire des cancers du sein impose à notre sens, 
la nécessité d’avoir une vision qualitative et non pas seulement quantitative des cellules 
immunitaires présentes au sein du microenvironnement tumoral.  
Bien qu’il ait été proposé qu’une infiltration tumorale en cellules sécrétant de l’IL-17 dans le 
cancer du sein puisse être de mauvais pronostic, les mécanismes biologiques soutenant ce rôle 
dommageable n’ont pas été démontrés dans ce contexte (Chen et al., 2013). Nous avons mis en 
évidence que les lymphocytes Th17 atténuent voire inhibent les réponses T cytotoxiques via la 
conversion de l’ATP extracellulaire en adénosine, qui est une molécule immunosuppressive 
puisqu’elle inhibe l’activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+ in situ. Il a déjà été démontré que les 
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lymphocytes T régulateurs exercent des fonctions immunosuppressives dépendantes des 
ectonucléotidases CD39 et CD73 (Dwyer et al., 2010). Nos observations pourraient donc renforcer la 
pertinence clinique de bloquer les ectonucléotidases CD39 et CD73 pour neutraliser simultanément 
les lymphocytes Th17 et T régulateurs intra-tumoraux qui les expriment avec pour but une 
restauration des réponses immunitaires cytotoxiques anti-tumorales.  
Des anticorps anti-CD39 murins et humains tels que le BY40 sont actuellement en cours de 
développement et de test afin d’inhiber les cellules régulatrices pro-tumorales et de favoriser l’action 
des lymphocytes Th17 anti-tumoraux. Ces résultats confirment ainsi la pertinence clinique de cette 
approche et montrent l’intérêt potentiel d’un tel ciblage thérapeutique dans les cancers, notamment 
le cancer du sein et par extension dans le traitement des maladies auto-immunes. 
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Projet 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sirtuin-1 (SIRT1) activation controls tumor growth by 
impeding Th17 differentiation via STAT3 deacetylation 
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 Notre équipe s’est toujours intéressée au rôle ambivalent des lymphocytes Th17 dans un 
contexte de cancer. En effet, l’intérêt de l’équipe du Pr. Ghiringhelli était déjà porté sur 
l’identification de stratégies permettant d’inhiber la polarisation des lymphocytes Th17 par des 
agents pharmacologiques. Ainsi, il a été mis en évidence que l’acide docohexaénoïque (DHA) via 
l’activation de PPARγ inhibe la polarisation Th17 en diminuant l’expression de RORγt et la sécrétion 
d’IL-17 (Berger et al., 2013). Mon premier travail sur le cancer du sein a permis de soutenir l’intérêt 
d’inhiber les fonctions suppressives des lymphocytes Th17 pro-tumoraux en bloquant les 
ectonucléotidases CD39 et CD73. Cependant, l’inhibition directe de la différenciation Th17 pourrait 
également être une cible thérapeutique puisqu’il est envisageable que les lymphocytes Th17, tout 
comme les lymphocytes T régulateurs, puissent présenter des propriétés immunorégulatrices 
indépendantes des ectonucléotidases CD39 et CD73. 
 Ce deuxième projet a donc eu pour but de déterminer la meilleure cible pour l’inhibition de 
la différenciation Th17 et de tenter de démembrer les mécanismes moléculaires sous-jacents. Un 
article a attiré notre attention lors des recherches bibliographiques réalisées afin d’identifier une 
cible capable de bloquer la polarisation Th17 : une étude montrait que le jeûne et les agonistes de 
Sirtuine 1 (SIRT1) permettaient d’activer la néoglucogenèse par la désacétylation de STAT3 (Nie et al., 
2009). STAT3 s’avère être une cible parfaite puisque ce facteur de transcription est indispensable à la 
différenciation Th17 et qu’il permet surtout l’expression du facteur de transcription RORγt, facteur 
de transcription clé de la polarisation Th17. Ainsi, STAT3 étant indispensable à la différenciation 
Th17, nous avons décidé de déterminer si des agonistes de SIRT1 tels que le resvératrol, pourraient 
bloquer la polarisation des lymphocytes Th17 en activant SIRT1, ce qui empêcherait la différenciation 
Th17 via la désacétylation de STAT3. Pour être davantage pertinent d’un point de vue thérapeutique 
et translationnel, nous avons également entrepris de tester plusieurs agonistes de SIRT1, en 
particulier la metformine, un antidiabétique oral largement utilisé et qui a monté un rôle préventif 
dans l’apparition de plusieurs cancers digestifs, dont le cancer colorectal (Zhang et al., 2011).  
 Ainsi, nous avons porté un grand intérêt à étudier le rôle des activateurs de SIRT1 sur les 
lymphocytes Th17 et l’impact biologique qui en résulte dans un contexte de cancer.  
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Sylvain Ladoire,1,2,3,4 Lionel Apetoh,1,2,4,6 Dominique Delmas,1,2,6 and François Ghiringhelli1,2,3,4,6,7,*
1University Bourgogne Franche-Comté, LNC UMR866, 21000 Dijon, France
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SUMMARY
Sirtuin-1 deacetylates proteins and has emerged
as a critical regulator of different cellular processes,
particularly inflammation. Basal SIRT1 activity was
previously found to limit Th9 and enhance Th17 dif-
ferentiation in mice, but the effect of pharmacolog-
ical SIRT1 activation on T cell differentiation and
antitumor responses remains unclear. Here, we find
that SIRT1 pharmacological agonists selectively
impede mouse and human Th17 cell differentiation.
SIRT1 activation induces STAT3 deacetylation, thus
reducing its ability to translocate into the nucleus,
bind to Rorc promoter, and induce its transcription.
SIRT1 agonists reduce tumor growth in mice by
blocking Th17 cell differentiation. In cancer patients,
the SIRT1 agonist metformin reduced the frequency
of Th17 cells and STAT3 acetylation levels. Alto-
gether, these data underscore that SIRT1 activation
impedes Th17 cell differentiation and thereby limits
tumor growth and suggest that SIRT1 activators
may directly target IL-17A functions.
INTRODUCTION
Th17 cells develop from naive CD4+ T cells in the presence of
TGF-b and IL-6 and are maintained long-term in the presence
of IL-21 and IL-23 (Stritesky et al., 2008). Th17 cells are charac-
terized by their capacity to secrete IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22,
and CCL20 (Dong, 2008; Liang et al., 2006). The initiation of their
transcriptional program is dependent on STAT3, IRF4, and BATF
and also is controlled by the master transcription factors retinoic
acid-related orphan receptors RORgt and RORa (Ciofani et al.,
2012; Ivanov et al., 2006). The role of Th17 cells in cancer is
controversial with positive and negative effects described in
both mouse and human cancers. Th17 cells can be separated
into two different subsets with either regulatory or inflammatory
properties depending on the stimuli they encounter. These diver-
gent phenotypes may explain why Th17 cells have potent anti-
tumor properties in some experimental settings while promoting
tumor growth in others (Martin et al., 2012). In the context of hu-
man colorectal cancer, Th17 cells that infiltrate the tumor bed are
often associated with a poor prognosis, suggesting that target-
ing such cells may have clinical relevance in this disease (Liu
et al., 2011). Two main mechanisms explain why Th17 cells
can favor tumor outgrowth. IL-17A is known to promote tumor
angiogenesis and stimulate VEGF-A production (Martin-Orozco
et al., 2009; Numasaki et al., 2003). In addition, IL-17A induces
STAT3 activation in cancer cells, thus enhancing their resistance
to apoptosis and promoting their proliferation (Loncle et al.,
2015). We and others have shown that targeting IL-17A or
Th17 in vivo restrains tumor growth (Berger et al., 2013; He
et al., 2010; Wang et al., 2009), thus supporting the development
of pharmacological tools that could limit Th17 cell induction.
The transcription factor STAT3 is essential for Th17 cell differ-
entiation. STAT3 is required for the initiation of the Th17 cell tran-
scriptional program and regulates the expression of several
essential genes for Th17 cell development (Ciofani et al., 2012).
STAT3 directly binds to the promoters of Il17a and Il17f and
also controls chromatin accessibility at these loci. STAT3 acti-
vation, which is driven by the Th17-differentiating cytokines,
requires STAT3 phosphorylation on tyrosine 705 and serine
727 (Wen et al., 1995). In addition to phosphorylation, it was
observed in different cell types that the transcriptional activity
of STAT3 can be regulated by acetylation on lysine 685, medi-
ated by the acetyltransferase p300 and inhibited by Sirtuin 1
(SIRT1). This modification is required for STAT3 dimerization,
phosphorylation of tyrosine 705, and transcriptional function
(Nie et al., 2009; Yuan et al., 2005). However, the role of STAT3
acetylation and its regulation in T cells is elusive. Here, we found
that pharmacological SIRT1 activation selectively impedes Th17
development by limiting STAT3 acetylation inmouse and human,
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Figure 1. SIRT1 Activation Selectively Blunts Th17 Differentiation
Cell-sorted naive CD4+ CD62Lhi T cells were isolated from naive or fl-CD4/SIRT1-Cre C57BL/6 mice and differentiated into Th1, Th2, iTreg, or Th17 cells in the
presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 6 or 72 hr and required cytokines in the presence or not of 0.5 or 5 mM metformin, 10 mM Rsv, or 1 mM SRT1720.
(A) qRT-PCR analysis of Rorc and il17amRNA expression was assessed after 6 hr (Rorc) or 3 days (il17a) of culture, and expression is presented relative to Actb
expression.
(B–D) ELISA analysis of IL-17A (B), IFN-g (C), and IL-4 and IL-13 (D) in supernatants of CD4+ T cells differentiated for 3 days.
(E) Flow cytometry analysis of intracellular staining for Foxp3 in naive CD4+ T cells polarized in iTreg in the presence or not of metformin, Rsv, or SRT1720
assessed on day 3 of culture.
(F and G) qRT-PCR analysis of Rorc (F) and il17a (G) mRNA expression of CD4+ T cells isolated from fl-SIRT1 or CD4SIRT1/ mice polarized in Th17 in the
presence or not of SIRT1agonists assessed on day 3 of culture.
(H) Same as in (F) and (G), ELISA analysis of IL-17A in supernatants of CD4+ T cells differentiated for 3 days.
(legend continued on next page)
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thus demonstrating the role of STAT3 acetylation for Th17 differ-
entiation. Such an observation has clinical relevance as illus-
trated by limitation of Th17-dependent tumor growth in mouse
models upon SIRT1 activation.
RESULTS
SIRT1 Activation Selectively Blunts Th17 Differentiation
To test the role of pharmacological SIRT1 activation on CD4+
T cell differentiation in mice, we generated in vitro Th1, Th2,
Th17, and induced regulatory T (iTreg) cells from naive CD4
T cells with T cell receptor (TCR) triggering and the appropriate
cytokine cocktail in the presence or not of SIRT1 activators.
We used resveratrol (Rsv), low-dose metformin, and SRT1720
as classical activators of SIRT1 (Chauhan et al., 2011; Chini
et al., 2015; Harikumar et al., 2010; Harper et al., 2007; Hung
et al., 2016; Tyack et al., 2015; Zhang et al., 2015). We validated
that low-dose metformin induced SIRT1 activation as demon-
strated by a global deacetylation of protein without AKT/mTor
inhibition (Figure S1A). As a control, high doses of metformin
induced both inhibition of AKT/mTor pathway (demonstrated
by dephosphorylation of p70-S6K) and activation of SIRT1
(demonstrated by global deacetylation of protein) (Figure S1A).
We observed using qPCR that SRT1720, Rsv, and low dose of
metformin specifically reduced il17a andRorcmRNA expression
in CD4 T cells during Th17 differentiation (Figure 1A) but did not
affect Ifng and Tbx21 mRNA expression during Th1 differentia-
tion or il4, il5, il13, and Gata3 mRNA expression during Th2 dif-
ferentiation, or Ctla4, Gitr, and Foxp3 mRNA expression during
iTreg differentiation (Figure S1B). Using ELISA, we confirmed
that only IL-17A production is reduced by the three SIRT1 activa-
tors (Figure 1B), whereas they did not affect IFN-g production by
Th1 (Figure 1C) or IL-4 and IL-13 production by Th2 (Figure 1D).
Intracellular staining also showed that SIRT1 activators did not
affect Foxp3 expression at the protein level in iTreg cells (Fig-
ure 1E). A lower dosage of metformin of 10 mM equivalent to
the dosage classically found in mouse serum (Chandel et al.,
2016) also impedes the in vitro Th17 differentiation (Figure S1B).
As a control, we observed that a high dose of metformin, which
affects both SIRT1 and AKT/mTor pathway, partially impeded
Th1, Th2, Th17, and iTreg CD4 T cell differentiation (Figure S1C
and Figures 1A–1E). To confirm that the effect of SIRT1 activa-
tors is specifically driven by SIRT1 activation, we used CD4
T cells from transgenic mice with conditional invalidation of
SIRT1 in CD4 T cells by crossing CD4-Cre mice with SIRT1-
Flox mice. Such CD4 T cells were named CD4SIRT1/ in
the manuscript. These cells did not express SIRT1 protein
upon western blotting analysis (Figure S1D). Sirt1 deficiency
completely blunts the ability of the three SIRT1 activators to blunt
Th17 polarization as demonstrated by their inability to reduce
Rorc and il17a mRNA expression (Figures 1F and 1G) and IL-
17A protein expression using ELISA (Figure 1H) and intracellular
staining by flow cytometry (Figure 1I). Such data are surprising
considering the previous report from Lim et al. (2015) showing
that SIRT1 deletion blunts Th17 differentiation. In our setting,
we also observed that genetic or pharmacological inactivation
of SIRT1 modestly but significantly reduces Th17 differentiation
(Figures 1F–1I), thus suggesting a biphasic role of Sirt1 on Th17
differentiation.
Together, these data show that SIRT1 agonists selectively
blunt murine Th17 polarization in vitro.
SIRT1 Regulates IL-17A and RORgt Expression by
Deacetylation of STAT3
To determine the effect of SIRT1 agonists on Th17 transcrip-
tional profile, we performed kinetic analysis of Th17-related
gene mRNA expression by qPCR in Th17 cells differentiated in
the presence or not of SIRT1 agonist. We observed that expres-
sion of all Th17-related cytokines is impeded by addition of
SIRT1 agonist (Figure 2A). Interestingly, in addition to cytokines,
the gene that is the most rapidly affected by SIRT1 agonist is
Rorc, with a significant downregulation after 2 hr of differentia-
tion (Figure 2A). We confirmed that the rapid decrease in Rorc
mRNA expression is mirrored by a decrease RORgt protein
expression by western blotting performed 24 hr after induction
of Th17 differentiation (Figure 2B). STAT3 is a transcription factor
required for initiation of Th17 program and induction of Rorc
mRNA expression (Durant et al., 2010). As STAT3 requires acet-
ylation to exert its transcriptional function, we hypothesized that
SIRT1 activation may affect STAT3 activation. We observed
by western blotting that the three SIRT1 agonists reduced both
STAT3 acetylation (K685) and STAT3 phosphorylation (Y705)
(Figure S2A). STAT3 deacetylation by SIRT1 activator occurred
after 6 hr of treatment and was maintained at 24 hr (Figure 2B).
A lower dosage of metformin of 10 mM equivalent to the dosage
classically found in mouse serum also impedes the in vitro Th17
difSTAT3 acetylation in Th17 cells (Figure S2B). In contrast,
STAT3 acetylation and phosphorylation were not affected in
CD4SIRT1/ cells by SIRT1 activators (Figure S2C). Inhibition
of SIRT1 using EX-527 did not affect STAT3 acetylation (Fig-
ure 2B). When we examined RORgt expression, we observed
that RORgt expression is only detectable after 24 hr of differ-
entiation (Figure 2B). Although SIRT1 activator inhibited RORgt
expression, inhibitor of SIRT1 modestly enhanced RORgt
expression (Figure 2B).
In addition to its capacity to deacetylate STAT3, SIRT1 is also
known to be able to deacetylate RORgt, PPARg, and p65 (Ghi-
says et al., 2015; Han et al., 2010; Lim et al., 2015), which are
molecules involved in Th17 differentiation (Berger et al., 2013;
Lim et al., 2015; Ruan and Chen, 2012). To test whether STAT3
deacetylation is involved in the effect of SIRT1 activator on
Th17 differentiation, we treated naive CD4 T cells with either
RORgt, PPARg, p65, or STAT3 inhibitor in the presence or
absence of SIRT1 activator and performed Th17 differentiation.
We observed that SIRT1 activator enhanced the capacity of
RORgt, PPARg, and p65 inhibitor to blunt Th17 polarization,
(I) Flow cytometry analysis of intracellular staining for IL-17A in naive CD4+ T cells isolated from fl-SIRT1 (left panel) or CD4SIRT1/ (middle panel) mice polarized or
not in Th17 in the presence or not of SIRT1 agonists assessed on day 3 of culture. Numbers in outlined areas indicate percentage of cells in gate. Representative
data from one of three independent experiments are shown in right panel.
NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 (Mann-Whitney test). Data are from three independent experiments (median and SEM).
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whereas SIRT1 activator was unable to enhance the inhibitory ef-
fect of STAT3 inhibitor, thus demonstrating that SIRT1 activator
and STAT3 activator target the similar pathway. Together, such
data strongly suggested that the main effect of SIRT1 activator
relied on its capacity to target STAT3 (Figure S2D).
STAT3 acetylation was previously shown to affect its ability to
translocate into the nucleus (Zhuang, 2013). Using immunofluo-
rescence, we observed that Th17 differentiation induced STAT3
translocation from the cytoplasm into the nucleus. SIRT1 ago-
nists blunted this nuclear translocation and maintained STAT3
in the cytoplasm (Figure 2C). Accordingly, STAT3 chromatin
immunoprecipitation (ChIP) assay on three putative binding sites
on Rorc promoter gene using nuclear extract of Th17 cells
treated or not with SIRT1 agonists showed that STAT3 binding
on Rorc promoter (binding site 3 [B.S3]) is dramatically impeded
by the SIRT1 agonist treatment (no enrichment was observed on
B.S1 and B.S2) (Figure 2D). STAT3 can heterodimerize with
either the histone deacetylase SIRT1 or the histone acetylase
p300 to regulate its acetylation. These interactions dictate the
acetylation status of STAT3 and its ability to migrate into the
nucleus to drive its transcriptional effect (Zhuang, 2013). In
contrast, a previous report showed that basal SIRT1 activity de-
acetylates RORgt (Lim et al., 2015). To determine whether SIRT1
activationmodifies such interactions in Th17 cells, we performed
a proximity ligation assay using anti-STAT3, anti RORgt anti-
body, and anti-SIRT1 or p300 antibodies. This experiment re-
vealed that, in the absence of activator, SIRT1 did not interact
with STAT3 but with RORgt in Th17 (Figure S2E). p300 and
STAT3 strongly interacted in Th17 nuclei compared to naive
CD4 T cells, thus corroborating the role of this complex in the in-
duction of the Th17 program (Figure 2E). SIRT1 agonists strongly
reduced p300-STAT3 interacting dots and enhanced the number
of SIRT1 STAT3 interacting dots (Figure 2E). Importantly, most of
these dots were found outside the nucleus (Figure 2E), thus sup-
porting the hypothesis that SIRT1 is involved in STAT3 exclusion
of the nucleus of CD4 T cells via its deacetylase activity and
a competition with p300 interaction. In the presence of SIRT1
activator, SIRT1 does not interact with RORgt, thus confirming
that in the activating condition SIRT1 mostly acts on STAT3
(Figure S2E).
Overall, our results support the hypothesis that SIRT1 inter-
acts with STAT3 to deacetylate and maintain it outside of the nu-
cleus of Th17 cells, thus preventing its association with p300 and
the initiation of the Th17 program.
SIRT1 Inhibition Blunts In Vivo Th17 Polarization
We previously demonstrated during B16F10 melanoma tumor
growth that Th17 accumulates in both tumor bed and draining
lymph nodes (Bruchard et al., 2013; Chalmin et al., 2012). Using
metformin to activate SIRT1 in vivo, we observed a reduction of
IL-17A-expressing CD4 T cell frequency in the tumor bed and
draining lymph nodes of B16F10 tumor-bearing mice (Figures
3A and 3B). In contrast, metformin did not affect IL-17A-express-
ing CD4 T cell frequency in transgenic CD4SIRT1/ mice in this
setting of subcutaneous transplanted B16F10 tumors (Figures
3Aand3B).Asacontrol,weobserved thatmetformindidnotaffect
Th1,Th2,and iTreg frequency (FigureS3).Similarly, to invitrodata,
we observed a reduction of STAT3 acetylation in Th17 infiltrating
cells in mice after metformin treatment, and this reduction was
not observed in Th17 from CD4SIRT1/ mice (Figure 3C).
Together, these data underscore that in vivo pharmacological
SIRT1 activation in CD4 T cells reduces Th17 polarization and
STAT3 acetylation without affecting other T helper differentiation
in the context of cancer.
The Anticancer Therapeutic Effects of SIRT1 Agonists
Rely on Their Ability to Target IL-17A
IL-17A was shown to contribute to tumor growth by different
mechanisms notably by its ability to promote tumor angiogen-
esis (Liu et al., 2011). In B16F10 and CT26 models, two models
of subcutaneous transplantable tumors in C57BL/6 and Balb/C
mice, respectively, we observed that metformin and Rsv delayed
tumor growth (Figures 4A and 4B). This effect was blunted by the
SIRT1 antagonist EX-527 (Figures 4A and 4B). Similar results
were observed in the B16F10 metastasis lung tumor model (Fig-
ure 4C). The effect of SIRT1 agonist was completely dependent
on T cells because in the two tumor models the treatment effi-
cacy was completely blunted in athymic nude mice (Figures 4D
and 4E). As SIRT1 agonist reduced Th17 cell polarization and
IL-17A production without affecting other T helper polarization,
we searched for a role of IL-17A in the therapeutic effect of
SIRT1 agonist. B16F10 tumor progression is reduced in IL-
17A-deficient mice (Figure 4F). Importantly, although metformin
and Rsv reduced tumor growth in wild-type (WT) mice, these
drugs had no effect in IL17a/ mice, thus demonstrating that
IL-17A was required for the antitumor effect of SIRT1 agonists
(Figure 4F). Similar results were observed in the CT26 model us-
ing IL-17A neutralizing antibody (Figure 4G). In the setting of
B16F10 tumor, IL-17A production was observed in the tumor
Figure 2. SIRT1 Regulates IL-17A and RORgt Expression by Deacetylation of STAT3
(A) Cell-sorted naive CD4+CD62Lhi T cells were isolated fromC57BL/6 and differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 1, 2, 4, 6, 8,
12, 18, 24, 48, and 72 hr in the presence or not of SIRT1 agonist (low dose of metformin). qRT-PCR analysis of Rorc, Rora, Foxp3, Batf, cMaf, Irf4, il6, il17a, il17f,
il21, il22, and il23r expression. Expression is presented relative to Actb expression.
(B) Expression of Ac-STAT3 (K685), p-STAT3 (Y705), or RORgt in naive T cells, Th0, or Th17-differentiated cells for 6 and 24 hr treated or not with the SIRT1
agonist (low dose of metformin), or the SIRT1 inhibitor (EX-527), or both was determined by western blotting.
(C) Naive T cells and Th17-differentiated cells for 6 hr treated or not with the SIRT1 agonists were stained and analyzed for STAT3 expression and localization
(nuclear or perinuclear) using immunofluorescence (upper panel is quantification on 100 cells; lower panel, a representative cell).
(D) ChIP analysis of the interaction between STAT3 and Rorc promoter in naive T cells and in vitro Th17 cells that were differentiated and treated or not with the
SIRT1. Analysis on the putative B.S3 for STAT3 on Rorc promoter (392 374) is shown. For the putative B.S1 and B.S2, any amplification was obtained.
(E) Proximity ligation assay (PLA) analysis of the interaction between STAT3 and p300 or STAT3 and SIRT1 in naive T cells and in vitro-differentiated Th17 cells
treated or not with the SIRT1 agonists. (The lower panel shows quantification of interacting dots on 100 cells; in the upper panel, a representative cell is shown).
NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 (Mann-Whitney test). Data are from three (A and D) independent experiments (median and SEM); (B), (C),
and (E) are one experiment representative of three independent experiments.
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Figure 3. SIRT1 Activation Blunts In Vivo Th17 Polarization
CD4+ T cells isolated from draining lymph nodes or tumor-infiltrating lymphocytes isolated from B16F10 tumor-bearing fl-SIRT1 control or CD4SIRT1/ mice
under control or metformin (150 mg/kg/day) treatment. Cells were activated for 6 hr with PMA/Iono and monensin. Then, the proportion of Th17 cells was
determined by IL-17A intracellular cytokine staining.
(A and B) IL-17A expression from Th17 cells was assessed by intracellular cytokine staining in draining lymph nodes of WT mice, B16F10 tumor-bearing fl-SIRT1
control, or CD4SIRT1/ mice (A) or in the tumor bed of B16F10 tumor-bearing fl-SIRT1 control or CD4SIRT1/ mice (B) under control or metformin treatment. The
left panel is a representative dot plot; the right panel represents data from four independent mice.
(C) Same as (B), expression of Ac-STAT3 in CD4+ cells was assessed by intracellular cytokine staining.
NS, not significant; *p < 0.05 and **p < 0.01 (Mann-Whitney test). Data are from four (right panels) independent mice (median and SEM) or are from one
representative of four independent mice (left panels).
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Figure 4. The Anticancer Therapeutic Effect of SIRT1 Agonists Relies on Their Ability to Target IL-17A
(A and B) C57BL/6 (A) and BALB/c mice (B) under control, Rsv (35 mg/kg/day) (left), or metformin (150 mg/kg/day) (right) treatments with or without EX-527
(1 mg/kg/day) treatment were inoculated with B16F10 and CT26 cells, respectively, and tumor growth was monitored over 2.5 weeks.
(C) Lung tumor foci in WT mice 13 days after intravenous injection of B16F10 melanoma cells with or without metformin or Rsv treatment and with or without
EX-527 (1 mg/kg/day) treatment in some cases.
(D and E) Same as in (A), but B16F10 (D) and CT26 (E) cells were injected subcutaneously in C57BL/6 or BALB/c mice (left) or in Nude mice (right), and tumor
growth was monitored over 2.5 weeks.
(legend continued on next page)
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bed. This IL-17A production is reduced by metformin or Rsv and
restored by EX-527 (Figure S4A). Finally, to validate that the
effect of SIRT1 agonist is related to its specific effect on CD4
T cells, we treated CD4SIRT1/ mice bearing B16F10 tumor
with metformin. We observed that this treatment did not affect
tumor growth in these mice (Figure 4H). Interestingly, IL-17A
deficiency and SIRT1 activation by metformin both reduced
VEGF-A production by B16F10 tumor, thus suggesting that
IL-17A inhibition impacts on tumor growth via a reduction of
proangiogenic factors (Figures S4A and S4B).
Together, these data show that SIRT1 agonist antitumor effect
in mice is dependent on T cells, IL-17A, and SIRT1 expression in
CD4 T cells, thus suggesting that it relies on the downregulation
of IL-17A secretion by Th17 cells.
SIRT1 Agonists Are Also Effective on Human Th17 Cells
We tested the ability of SIRT1 agonists to impede in vitro differ-
entiation of naive human T cells from blood healthy donors, into
Th17 cells. We cell-sorted CD4+ CD45RA+ cells from blood and
differentiated them with IL-6 plus IL-23 and TGFb with TCR trig-
gering, as previously described (Bettelli et al., 2008; Gaffen,
2008; Laurence et al., 2007; Veldhoen et al., 2009). We observed
that adding Rsv, SRT1720, or low-dose metformin reduced
STAT3 acetylation (Figure 5A). As for our mouse study, we
selected a dose of metformin that did not affect the AKT/mTor
pathway as demonstrated by persistence of AKT phosphoryla-
tion and absence of the inhibitory phosphorylation of serine
792 of Raptor (Figure S5A). SIRT1 agonists reduced il17a and
Rorc mRNA expression during Th17 differentiation (Figure 5B).
At the protein level, we confirmed that SIRT1 inhibitors reduced
IL-17A protein production using ELISA (Figure 5C) and RORgt
expression using western blotting (Figure 5D). Importantly, the
SIRT1 antagonist EX-527 restored IL-17A production and RORyt
expression in Th17 differentiated from CD4 T cells treated by
SIRT1 activators (Figures 5E and 5F). Using intracellular staining,
we validated that SIRT1 agonists reduced IL-17A expression
in human Th17 cells (Figure 5G). The SIRT1 antagonist EX-527
restored IL-17A expression (Figure 5G). Like in mouse settings,
we also observed that SIRT1 activators did not affect Ifng and
Tbx21 mRNA expression in Th1, Gata3, il4, and il13 mRNA
expression in Th2 and Ctla4, Gitr, and Foxp3 mRNA expression
in iTreg cells generated in vitro (Figure S5B).
Using peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
blood healthy donors, we isolated by flow cytometry memory
CD4 T cell subpopulations using chemokine receptor labeling
as previously described (Mahnke and Roederer, 2007; Thibau-
din et al., 2015). Th1 (CXCR3+ CCR6), Th2 (CXCR3 CCR6
CCR4+), iTreg (CD25+ Foxp3+), and Th17 cells (CXCR3
CCR6+) were characterized (Figure S6A). We validated the purity
of each subset by ELISA and qPCR as we previously reported
(Thibaudin et al., 2015). Th17 cells were treated ex vivo with
SIRT1 agonists during 3 days with TCR stimulation in presence
of Th17-polarizing cytokines. Using qPCR, we observed that
such treatment reduced Rorc and il17a mRNA expression in
Th17 cells (Figure 5H).We validated that SIRT1 agonists reduced
IL-17A production in Th17 by ELISA (Figure S6B) and by intracel-
lular staining (Figure S6C). This effect is blunted by the SIRT1
antagonist EX-527 (Figures S6D and S6E).
Together, these data demonstrate that SIRT1 agonists blunt
selectively in vitro differentiation of human naive T cells into
Th17 cells but also Th17 program of memory Th17 cells.
Administration of the SIRT1 Agonist Metformin to
Metastatic Colon Cancer Patients Blunts IL-17A
Production by Blood Th17 Cells
To test the clinical relevance of our observations, we determined
the effect of the SIRT1 agonist metformin in patients bearing
metastatic colorectal cancer. We focused on metastatic colo-
rectal cancer because previous reports have shown an accumu-
lation of Th17 cells in PBMCs and that IL-17A in tumors is asso-
ciated with poor prognosis (Tosolini et al., 2011). We selected
metastatic colorectal cancer patients still untreated by chemo-
therapy and diagnosed with a non insulino-dependent diabetes
and for whom a treatment by metformin (500 mg per day bid)
was proposed by the oncologist. We could include 10 patients
(7 men and 3 women; mean age of 65 years; clinical and biolog-
ical characteristics of the patients are presented in Figure S6F
and Table S1). Blood samples were obtained before and after
1-month metformin treatment initiation. Using CXCR3 and
CCR6 labeling, we tested STAT3 acetylation in Th17 cells (Fig-
ure 6A). We observed that the treatment induced a downregula-
tion of STAT3 acetylation in Th17 lymphocytes (Figure 6B). The
frequency of each T helper subset is not affected by this treat-
ment (Figure 6C). However, the frequency of IL-17A-producing
Th17 cells determined by intracellular staining is significantly
reduced by metformin treatment (Figure 6D). In contrast, the fre-
quency of IFN-g production by Th1 cells and Foxp3 expression
by Treg cells is not affected by the treatment (Figure 6D).
Together, these data corroborate that in vivo metformin de-
acetylates STAT3 and reduces the production of IL-17A by
Th17 cells in metastatic colorectal cancer patients.
DISCUSSION
SIRT1 is a member of the family of class III deacetylases (NAD+-
dependent). This enzyme is involved in the control of many
cellular pathways, including metabolism, stress, and genome
stability. In the context of T cell biology, SIRT1-deficient mice
(F) Monitoring of tumor growth of B16F10 melanoma cells in C57BL/6 and IL17a/ mice. Mice were also treated with Rsv (left) or metformin (right).
(G) Monitoring of tumor growth of CT26 colon cancer cells in BALB/cmice injected with an anti-IL-17A antibody (200mg/day injected on day 0, 1, 2, 3, 4, and 6) or
control rat immunoglobulin G (Ig). Mice were also treated with Rsv (left) or metformin (right).
(H) Monitoring of tumor growth of B16F10 melanoma cells in fl-SIRT1 control mice (left) or in CD4SIRT1/ mice (right) treated or not with metformin, and tumor
growth was monitored over 3 weeks.
All experiments were done two times with seven to eight mice per group.
NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 (Mann-Whitney test). Data are from two (A–H) independent experiments with seven to eight mice per
group (median and SEM) or are from one representative of two independent experiments (C).
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Figure 5. SIRT1 Agonists Are Also Effective on Human Th17 Cells
CD4 naive T cells (CD4+CD45RA+) were sorted from the blood of healthy volunteers and then differentiated or not into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and
anti-CD28 for 6 or 72 hr, treated or not with the SIRT1 agonists (0.5 mM metformin, Rsv, and SRT1720).
(A) Expression of Ac-STAT3 was assessed by western blotting in naive T cells or differentiated Th17 cells after 6 hr of culture (lower panel). STAT3 was used as a
reference for Ac-STAT3 quantification (A.U, arbitrary unit) (upper panel).
(legend continued on next page)
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show increased T cell activation and a breakdown of CD4+ T cell
tolerance. SIRT1 interacted with and deacetylated c-Jun, thus
resulting in an inactive AP-1 factor. SIRT1-deficient mice were
unable to maintain T cell tolerance and developed severe exper-
imental allergic encephalomyelitis, a Th17-dependent disease
as well as spontaneous autoimmunity (Zhang et al., 2009).
Similar results were also obtained by another team that used
Rsv as a SIRT1 activator and observed that such treatment could
globally reduce T cell activation (Zou et al., 2013). This led to the
hypothesis that SIRT1 may have a general role in the control
of excessive autoimmune responses. In contrast, in reports
using CD4SIRT1/ mice to investigate the role of SIRT1 deletion
specifically in the CD4 T cell compartment, authors observed
that SIRT1 invalidation does not affect function of effector cells
in contrast to the previous report that was generated using
SIRT1 knockout mice. This difference may be explained by
the effect of SIRT1 in other cells such as myeloid cells. In
CD4SIRT1/ mice, Treg numbers and their suppressive function
are increased. It was reported that Foxp3 is deacetylated by
SIRT1, and SIRT1 inhibition leads to increased Foxp3 acetyla-
tion, which makes Foxp3 more resistant to proteasomal degra-
dation and thus stabilizes it post-translationally (Akimova et al.,
2014; Beier et al., 2011). Such SIRT1 inactivation promotes pro-
longed allograft survival and limits the development of experi-
mental colitis, thus suggesting that SIRT1 inhibition could be
deleterious in cancer. Together, these data suggest that SIRT1
activity in CD4 T cells is proinflammatory by limiting the Treg
transcriptional program. In the context of Th9 differentiation,
SIRT1 controls mTOR-HIF1a signaling, inhibits Th9 cell differen-
tiation, and limits Th9-dependent antitumor immunity (Wang
et al., 2016). Recently, Lim et al. (2015) tested the role of basal
SIRT1 function in a transgenic model using mice generated by
crossing Flox-SIRT1 mice with RORc-Cre mice, leading to the
specific deletion of SIRT1 in RORgt-expressing cells. In this
model, they observed that SIRT1 deletion blunts RORgt tran-
scriptional activity and limits Th17 cell generation and function.
The mechanism relies on the ability of SIRT1 to induce deace-
tylation of RORgt, thus enhancing its transcriptional activity.
Similar results were also observed in our experiments. Impor-
tantly, this report and all other reports that addressed SIRT1
function in T cells only focuses on the basal effect of SIRT1
without activation and not its pharmacological activation. Our
study unravels a biphasic role of SIRT1 on Th17 polarization
with a capacity to induce Th17 differentiation on basal status
and a capacity to impede Th17 differentiation after pharmaco-
logical activation. Previous reports suggested that some endog-
enous proteins like AROS could modestly activate SIRT1 func-
tion in comparison to ligand such as Rsv (Kim et al., 2007). We
therefore could speculate that endogenous activation of SIRT1
enhances Th17 function by deacetylation of RORgt, whereas
high activation of SIRT1 via pharmacological activators in thera-
peutic setting induces inhibition of Th17 differentiation via STAT3
deacetylation.
SIRT1 regulates a wide variety of cellular functions. SIRT1 was
shown to deacetylate histone like H3K9, thus leading to the
induction of a repressive transcriptional complex (Chen et al.,
2015). SIRT1 can act on many non-histone proteins, including
transcription factors, transcriptional coregulatory proteins, and
histones. These functions mediate stress resistance, apoptosis,
hypoxia, inflammatory signaling, and autophagy as physiological
responses to environmental toxicity. Although SIRT1 was previ-
ously shown to deacetylate STAT3 in gastric cancer cells (Lu
et al., 2014), keratinocytes (Sestito et al., 2011), and liver cells
(Nie et al., 2009), the effect of SIRT1 on STAT3 acetylation and
the role of STAT3 acetylation in CD4 T cells have not been
explored. Our work shows that SIRT1 activation induces compe-
tition between p300 and SIRT1 in Th17 cells, thus leading to
deacetylation of STAT3, its absence of migration into the nu-
cleus, and reduction of its transcriptional function on the Th17
program. However, we cannot exclude that SIRT1 could also
act on epigenetic modifications of histones or other transcription
factors that could affect Th17 cell differentiation.
Many studies describe some anticancer properties of SIRT1
agonist like SRT1720 (Chauhan et al., 2011) or Rsv (Bishayee,
2009). In addition, the commonly used antidiabetic drug metfor-
min could induce SIRT1 expression and activation in an AMPK-
dependent manner (Song et al., 2015). The anticancer effect of
metformin is currently well known clinically and experimentally,
but themechanism of action ofmetformin remains obscure. Met-
formin was shown to exert both chemopreventive and chemo-
therapeutic activities. Notably, it has been shown that cancer
rates in diabetics using metformin are lower than in patients us-
ing other insulin-sensitizing agents or insulin (Chlebowski et al.,
2012; Gong et al., 2016; He et al., 2016). In addition, metformin
is known to affect tumor growth and cancer prognosis in different
mouse and human cancers (Aldea et al., 2014; Pernicova and
(B) qRT-PCR analysis of Rorc and il17amRNA expression was assessed on hour 6 (Rorc) and on day 3 (il17a) of culture. Expression is presented relative to Actb
expression.
(C) IL-17A secretion was assessed using ELISA on supernatants after 3 days of culture.
(D) Expression of RORgt was assessed using western-blotting experiment (left panel), and quantification using b-actin as reference is shown (right panel).
(E) Same as in (C), but a treatment with an inhibitor of SIRT1, EX-527, was also performed in some conditions. IL-17A secretion was assessed using ELISA on
supernatants after 3 days of culture.
(F) Same as in (E), but expression of RORgt was assessed using western-blotting experiment after 3 days of culture. b-Actin was used as loading control and as a
reference for RORgt quantification (A.U, arbitrary unit).
(G) Same as in (E), but IL-17A expression was assessed using intracellular cytokine staining after 3 days of culture. Numbers beside outlined areas indicate
percentage of cells in gate. Representative data from one of three independent experiments are shown.
(H) Memory Th17 (CD4+ CD45RA- CCR6+ CXCR3-) cells were sorted from blood of healthy volunteers and stimulated in the presence of anti-CD3 and anti-CD28
for 72 hr, treated or not with the SIRT1 agonists. qRT-PCR analysis of Rorc (left panel) and il17a (right panel) mRNA expression were assessed after 3 days of
culture. Expression is presented relative to Actb expression.
NS, not significant; *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 (Mann-Whitney test). Data are from three (B, C, E, G, andH) independent experiments (median and SEM).
(A), (D), (F), and (G) are one representative of three independent experiments.
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Figure 6. Administration of the SIRT1 Agonist Metformin to Metastatic Colon Cancer Patients Blunts IL-17A Production by Blood Th17 Cells
Ten mCRC patients still untreated by chemotherapy and diagnosed with a non insulino-dependent diabetes were selected and treated bymetformin (500mg per
day bid). Blood samples were obtained before and after 1-month metformin treatment initiation.
(A) Flow cytometry-gating strategy to identify memory Th17 cells through chemokine receptor expression.
(B) Expression of Ac-STAT3 was assessed by intracellular cytokine staining before and after metformin treatment; (left panel) two representative histograms are
shown; (right panel) mean fluorescence intensity (MFI) for eight patients is shown.
(C) Proportion of memory Th1, Th2, and Th17 cells was assessed by flow cytometry before and after metformin treatment.
(legend continued on next page)
147
Korbonits, 2014; Yin et al., 2013). The typically used concentra-
tions in such studies are 5–30 mM, which are much higher than
the plasma and tissue concentrations measured in individuals
who have received recommended therapeutic doses, and less
than 1 mMmetformin has little effect on cancer cell proliferation.
Therefore, we decided to use an in vitro dosage of 0.5mM,which
does not affect mTor. In addition, the relevance of in vitro dosage
is experimentally validated by the in vivo results in mice and
humans, which give similar results. In the context of inflamma-
tory disease or hepatocellular carcinoma, a high dosage of
metformin reduces Th17 cells, but this effect is dependent on
mTor pathway inhibition (Sun et al., 2016; Zhao et al., 2015).
The respective role of SIRT1 activation versus mTor inhibition
was not tested, and the link between metformin effect on
SIRT1 and Th17 polarization was not tested. Our model high-
lights a function of SIRT1 activators as defined by the selective
targeting of SIRT1 and not mTor pathway in vitro and in vivo in
mice and humans. Using this strategy, we observed that SIRT1
activators blunt only Th17 polarization and affect tumor growth
only in immunocompetent mice. Moreover, metformin antitumor
effect is aborted in CD4SIRT1/ mice in our settings. Together,
such data suggest that only a low dose of metformin can
selectively modulate the SIRT1 pathway. Such treatment affects
tumor growth mostly by targeting Th17 polarization in a SIRT1-
dependent manner.
In conclusion, our study unravels the particular ability of phar-
macological activation of SIRT1 to limit STAT3 acetylation in
Th17 cells, thus limiting the STAT3-dependent initiation of the
Th17 program. We propose that pharmacological activation of
SIRT1 using a low dose of metformin could be a valuable tool
to control deleterious Th17 expansion in cancer patients.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Mouse Strains
All animals were bred andmaintained according to both the Federation of Lab-
oratory Animal Science Associations (FELASA) and the Animal Experimental
Ethics Committee Guidelines (University of Burgundy, Dijon, France). Animals
were used between 6 and 22 weeks of age.
In Vitro T Cell Differentiation
Naive CD4+ T cells (CD4+ CD62Lhi) were obtained from spleens and lymph
nodes of C57BL/6 WT or fl-CD4/Sirt-1-Cre mice. Purification of CD4+ T cells
was achieved as described by Berger et al. (2013).
Human Sample
Experiments on human CD4+ T cells were carried out using peripheral blood
from healthy volunteers (provided by the ‘‘Etablissement Français du Sang,’’
Besançon, France). Written informed consent was obtained from all healthy
blood donors.
Between January 2014 and December 2015, we collected whole blood
from (n = 10) metastatic colorectal cancer (mCRC) patients in the Centre
Georges François Leclerc. Because of concomitant diagnosis of diabetes,
a metformin treatment (500 mg twice a day) was introduced. A blood sample
was harvested before initiation of metformin and 1 month later. All patients
gave informed consent approved by the local ethics committee. The collec-
tion of blood sample was authorized by French authorization number
AC2014-2460.
ChIP Assay
Purified naive T cells were differentiated for 6 hr into murine Th0 or Th17 cells
with or without metformin, Rsv, or SRT720. ChIP was conducted according to
the manufacturer’s instructions (ChiP-IT Express Enzymatic; Active Motif).
Primers designed to assess ChIP assay are as described in Table S2.
Quantitative Real-Time PCR
Total RNA from T cells was extracted with TriReagent (Ambion), reverse tran-
scribed using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen), and analyzed by
real-time qPCR with the SYBRGreen method according to the manufacturer’s
instructions using the 7500 Fast Real-Time PCRSystem (Applied Biosystems).
Primers designed to assess gene expression are as described in Table S3.
SUPPLEMENTAL INFORMATION
Supplemental Information includes Supplemental Experimental Procedures,
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Supplementary Figure 1:  
A. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi T cells were isolated from C57BL/6 or CD4SIRT1-/- mice and 
differentiated into Th1, Th2, iTreg, or Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 
for 6 or 72 hours in presence or not of 0.5 mM or 5 mM of metformin, 10 µM of resveratrol 
or 1 µM of SRT1720. 
Expression of global acetylation (top) and p-STAT3 (bottom) were assessed by Western 
blotting after 6 hours of culture.  
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B. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi CD44lo T cells were isolated from C57BL/6 mice and 
differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 24 hours in 
presence or not of 500, 100, 10 and 1µM of metformin. Expression of il17a was determined 
using qRT-PCR analysis (left panel) and IL-17A protein expression was determined by ELISA 
(Right panel). 
C. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi T cells were isolated from C57BL/6 or CD4SIRT1-/- mice and 
differentiated into Th1, Th2, iTreg, or Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 
for 6 or 72 hours in presence or not of 0.5 mM or 5 mM of metformin, 10 µM of resveratrol 
or 1 µM of SRT1720. qRT-PCR analysis of Tbx21, Ifng (top), Gata3, il4, il5, il13 (middle), 
Foxp3, Gitr and Ctla4 (bottom) mRNA expression was assessed after 3 days of culture and 
expression is presented relative to Actb expression. 
C. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi T cells were isolated from C57BL/6 or CD4SIRT1-/- mice and 
differentiated into Th1, Th2, iTreg, or Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 
for 6 or 72 hours in presence or not of 0.5 mM or 5 mM of metformin, 10 µM of resveratrol 
or 1 µM of SRT1720. 
Expression of SIRT1 was assessed by Western blotting on CD4+ T cells isolated from spleen of 
fl-SIRT1 control or CD4SIRT1-/- mice. 
NS, not significant and *P < 0.05 (Mann-Whitney test). Data are from three (b) independent 
experiments (median and s.e.m.) or are from one representative of three independent 
experiments (a, c). 
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Supplementary Figure 2: 
A. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi CD44lo T cells were isolated from C57BL/6 mice and 
differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 6 or 24 hours in 
presence or not of 0.5 mM or 5 mM of metformin, 10 µM of resveratrol or 1 µM of SRT1720. 
Expression of Ac-STAT3, p-STAT3 and RORγt in naïve T cells and differentiated Th17 cells for 6 
or 24 hours were assessed by western blotting. β-actin was used as loading control and as a 
reference for RORγt and STAT3 was used as a reference for Ac-STAT3 and p-STAT3 
quantification. Data are from one representative of three independent experiments. 
B. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi CD44lo T cells were isolated from C57BL/6 mice and 
differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 24 hours in 
presence or not of 500, 100, 10 and  1µM of metformin. Expression of Ac-STAT3 was 
assessed by FACS. 
C. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi CD44lo T cells were isolated from CD4SIRT1-/- mice and 
differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 6 hours in 
presence or not of 0.5 mM or 5 mM of metformin, 10 µM of resveratrol or 1 µM of SRT1720. 
Expression of Ac-STAT3 and p-STAT3 in naïve T cells and differentiated Th17 cells for 6 hours 
was assessed by western blotting. STAT3 was used as a reference for Ac-STAT3 and p-STAT3 
quantification. Data are from one representative of three independent experiments. 
D. Cell-sorted naïve CD4+ CD62Lhi CD44lo T cells were isolated from C57BL/6 mice and 
differentiated into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 3 days in 
presence or not of 0.5 of metformin and either with an three dose effect of RORγt inhibitor 
(Digoxin), or p65 inhibitor (ACHP), or PPARγ inhibitor (GW9662) or STAT3 inhibitor 
(Cucurbitacin I). IL-17A secretion was assessed using ELISA on supernatants after 3 days of 
culture. 
E. Proximity Ligation Assay (PLA) analysis of the interaction between STAT3 and SIRT1 or 
RORγt and SIRT1 in naïve T cells and in vitro differentiated Th0 or Th17 cells for 6 and 24 
hours treated or not with the SIRT1 agonist (low dose of metformin), or the SIRT1 inhibitor 
(EX-527) or both. (Representative cells are shown in left panel and right panel is a 
quantification of interacting dot on 100 cells). 
NS, not significant; *P < 0.05, **P < 0.01 and ***p<0.001 (Mann-Whitney test). Data are 
from three (a,d) independent experiments (median and s.e.m.), (b, c, e) are one experiment 
representative of three independent experiments. 
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Supplementary Figure 3: 
CD4+ T cells isolated from draining lymph nodes or tumor infiltrating lymphocytes isolated 
from tumor of B16F10 tumor-bearing fl-SIRT1 control or CD4SIRT1-/- mice under control or 
metformin (150 mg/kg/day) treatment after 2.5 weeks of tumor growth. Cells were 
activated 3 days with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies. Then, proportion of Th1, Th2 and 
iTreg cells was determined by intracellular cytokine staining. 
IFNγ or IL-4 secretion and Foxp3 expression in CD4+ T cells were assessed by intracellular 
cytokine staining in tumor bed (top) and draining lymph nodes (bottom) of B16F10 tumor-
bearing fl-SIRT1 control or CD4SIRT1-/- mice under control or metformin treatment. 
NS, not significant (Mann-Whitney test). Data are from two (a, b, c, d, e, f, g, h) independent 
experiments with 7 to 8 mice per group (median and s.e.m.). (c) are from one representative 
of two independent experiments. 
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Supplementary Figure 4: 
A. C57BL/6 mice under control, resveratrol (35 mg/kg/day) or metformin (150 mg/kg/day) 
treatments with or without EX-527 (14 mg/kg/day) treatment were inoculated or not with 
intravenous injection of B16F10 melanoma cells. IL-17A (left) and VEGF-A (right) release 
from healthy lung or lung tumor foci was controlled by ELISA after 13 days of tumor growth. 
B. C57BL/6 or IL17a-/- mice were inoculated or not with intravenous injection of B16F10 cells 
and VEGF-A release from healthy lung or lung tumor foci was controlled by ELISA after 13 
days of tumor growth. 
NS, not significant; *P < 0.05 and **P < 0.01 (Mann-Whitney test). Data are from two (a, b) 
independent experiments with 7 to 8 mice per group (median and s.e.m.).  
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Supplementary Figure 5: 
A. CD4 naïve T cells (CD4+ CD45RA+) were sorted from blood of healthy volunteers and then 
differentiated or not into Th17 cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 for 72 hours 
treated or not with 0.5 mM of metformin. Expression of p-Raptor and AKT was assessed 
using western blotting experiment. 
B. CD4 naïve T cells (CD4+ CD45RA+) were sorted from blood of healthy volunteers and then 
differentiated or not into Th1, Th2 and Treg cells in the presence of anti-CD3 and anti-CD28 
for 72 hours treated or not with the SIRT1 agonists (0.5 mM of metformin, resveratrol and 
SRT1720). 159
qRT-PCR analysis of Tbx21 and Ifng (left top), Gata3, il4 and il5 (right top) and Foxp3, Ctla4 
and Gitr (bottom) mRNA expression was assessed on day 3 of culture. Expression is 
presented relative to Actb expression. 
NS, not significant and *P < 0.05 (Mann-Whitney test). Data are from three (b) independent 
experiments (median and s.e.m.). (a) is a representative of three independent experiments. 
160

D and E. Same as B and C, but memory Th17 cells were also treated with EX-527 for 72 
hours. IL-17A secretion or expression was assessed using ELISA on supernatants after 3 days 
of culture (D) and using intracellular cytokine staining after 3 days of culture (E).  
NS, not significant; *P < 0.05 and **P < 0.01 (Mann-Whitney test). Data are from three (a, b, 
c, d, e, f) independent experiments (median and s.e.m.). 
F. Blood parameters in metastatic colorectal cancer patients before and after metformin 
treatment. 
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Supplementary Table 2: List of mouse primers used for chromatin immunoprecipitation assay. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Forward Reverse
Actb 5′-ACTCTTTGCAGCCACATTCC-3′ 3′-AGCGTCTGGTTCCCAATACT-5′
Rorc 2293-2275 5′-TGAGTTGGAGGTCACCCTAGG-3′ 3′-GTTTATTTGTGCACCATTTGTGTG-5′
Rorc 592-574 5′-GTCCAGTGCAGTTGCTCTCTTCT-3′ 3′-TATACTTCCCTGCAGCTTGGGC-5′
Rorc 392-374 5’-CAGAGGCTGTCTTTTCTCTTCACTC-3’ 3’-TTTTGGAATCCCACATGATAACC-5’
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Supplementary Table 3: List of mouse and human primers used for mRNA relative expression. 
 
 
Forward Reverse
mActb 5′-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3′ 5′-TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3′
mTbx21 5′-ATCCTGTAATGGCTTGTGGG-3′ 5′-TCAACCAGCACCAGACAGAG-3′
mFoxp3 5′-CTCGTCTGAAGGCAGAGTCA-3′ 5′-TGGCAGAGAGGTATTGAGGG-3′
mRorc 5′-GGTGATAACCCCGTAGTGGA-3′ 5′-CTGCAAAGAAGACCCACACC-3′
mRora 5′-CCCCTACTGTTCCTTCACCA-3′ 5′-TGCCACATCACCTCTCTCTG-3′
mIfng 5’-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3’ 3’-ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT-5’
mGata3 5′-AGGATGTCCCTGCTCTCCTT-3′ 3′-GCCTGCGGACTCTACCATAA-5′
mIl4 5’-CGAGCTCACTCTCTGTGGTG-3’ 3’-TGAACGAGGTCACAGGAGAA-5’
mIl5 5’-CATTTCCACAGTACCCCCAC-3’ 3’-GCAATGAGACGATGAGGCTT-5’
mIl13 5’-ATGTTGGTCAGGGAATCCAG-3’ 3’-TGTGTCTCTCCCTCTGACCC-5’
mGitr 5’-GGCTCTTGTGCATAGTGGCT-3’ 3’-ACTCGATGGCAGTTGCTTG-5’
mCtla4 5’-TCTCTGAAGCCATACAGGTGAC-3’ 3’-AGAATCCGGGCATGGTTCTG-5’
mIl17a 5’-TGAGCTTCCCAGATCACAGA-3’ 3’-TCCAGAAGGCCCTCAGACTA-5’
mIl17f 5′-TTGATGCAGCCTGAGTGTCT-3′ 3’-AATTCCAGAACCGCTCCAGT-5'
mIl21 5′-AAAACAGGCAAAAGCTGCAT-3′ 3′-TGACATTGTTGAACAGCTGAAA-5′
mIl22 5′-TCGCCTTGATCTCTCCACTC-3′ 3’-GCTCAGCTCCTGTCACATCA-5′
mIl23r 5’-CTGAGGTTCGTGGGATGATT-3’ 3’-AAAAGAAACTGGCAGCCTTG-5’
mIl6 5’-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’ 3’-TGATGCACTTGCAGAAAACA-5’
mIrf4 5’-CAAAGCACAGAGTCACCTGG-3’ 3’-TGCAAGCTCTTTGACACACA-5'
mBatf 5’-CCTGGCAAACAGGACTCATCT-3’ 3’-GGATCACGGGAGTAGCATCG-5’
mCmaf 5’-GGCCATGGAATATGTTAATGACTTC-3’ 3’-CCGCACTGGCTGATGATG-5’
hActb 5’-GTTGTCGACGACGAGCG-3’ 3’-GCACAGAGCCTCGCCTT-5’
hRorc 5′-AAGCAGGAGCAATGGAAGTG-3′ 3′-GCAATCTCATCCTCGGAAAA-5′
hIl17a 5’-CACTTTGCCTCCCAGATCAC-3’ 3’-ACCAATCCCAAAAGGTCCTC-5’
hTbx21 5’-CCACCTGTTGTGGTCCAAGT-3’ 3’-ACCACGTCCACAAACATCCT-5’
hIfng 5’-GTATTGCTTTGCGTTGGACA-3’ 3’-GAGTGTGGAGAGACCATCAAGGA-5’
hGata3 5’-TTCCTCCTCCAGAGTGTGGT-3’ 3’-AAAATGAACGGACAGAACCG-5’
hIl4 5’-GCACCGAGTTGACCGTAACA-3’ 3’-GCGAGTGTCCTTCTCATGGT-5’
hIl5 5’-CTCTTGGAGCTGCCTACGTG-3’ 3’-TTTCCACAGTACCCCCTTGC-5’
hIl13 5’-GAGCTGGTCAACATCACCCA-3’ 3’-AGCTGTCAGGTTGATGCTCC-5’
hFoxp3 5’-TTCCTTGAACCCCATGCCAC-3’ 3’-TGAAATGTGGCCTGTCCTGGC-5’
165
Supplementary experimental procedures: 
Mouse strains 
All animals were bred and maintained according to both the Federation of Laboratory Animal Science 
Associations (FELASA) and the Animal Experimental Ethics Committee Guidelines (University of Burgundy, 
Dijon, France). Animals were used between 6 and 22 weeks of age. Female C57BL/6, BALB/c and Nude mice 
were purchased from Centre d'élevage Janvier and from Charles River Laboratories. IL17a-/- and fl-CD4/SIRT1-
Cre mice were provided by the CDTA (Cryopréservation, Distribution, Typage et Archivage animal) and 
distributed by EMMA (European Mouse Mutant Archive, a service funded by the EC FP7 Capacities Specific 
Programme).  
Tumor growth experiments 
B16F10 melanoma and CT26 colon cancer cells were cultured at 37°C under 5% CO2 in DMEM high glucose 
and RPMI-1640 respectively  with GlutaMax-1 (Lonza) supplemented with 10% (v/v) fetal calf serum (Lonza), 
1% penicillin, streptomycin, amphotericin B (Gibco), 4 mmol/L HEPES (Gibco), and 1 mmol/L sodium 
pyruvate (Gibco). B16F10 and CT26 cells were obtained from American Type Culture Collection. All cells were 
routinely tested for Mycoplasma contamination using Mycoalert Mycoplasma Detection Kit (Lonza) and were 
found to be negative. To induce tumor formation, 2×105 B16F10 or 4×105 CT26 cancer cells were injected 
subcutaneously into mice. Alternatively, 2×105 B16F10 cells were injected intravenously into mice. Lung tumor 
foci were counted after 13 days by researchers 'blinded' to sample identity. In vivo IL-17A neutralization was 
respectively achieved by injecting β00 μg intraperitoneally (i.p.) of an anti-IL-17A antibody (clone 17F3; 
BioXCell) on day 0, 1, 2, 3, 4, and 6 following tumor implantation. Alternatively, intraperitoneally injections of 
metformin (150 mg/kg/day) or resveratrol (35 mg/kg/day) were achieved on day 7 following tumor implantation. 
In vivo SIRT1 inhibition was achieved by injecting 1mg/kg/day of EX-527 (Cayman). All treatment is not 
performed the weekend. All tumor growth experiments were carried out in accordance with guidelines 
prescribed by the Ethics Committee at the University of Burgundy. 
In vitro T cell differentiation 
Naïve CD4+ T cells (CD4+ CD62Lhi) were obtained from spleens and lymph nodes of C57BL/6 wild-type (WT) 
or fl-CD4/Sirt-1-Cre mice. Purification of CD4+ T cells was achieved as described in (Berger et al., 2013). In 
experiments, metformin, resveratrol and SRT1720 which are classical activators of SIRT1 have been added at 
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the final concentration of 0.5 and 5 mM (Sigma Aldrich), 10 µM (Sigma Aldrich) and 1 µM (Cayman), 
respectively. In some experiments, EX-527, a classical inhibitor of SIRT1, has been added at the final 
concentration of 250 nM (Cayman). In one experiment, four different inhibitors were used in a three dose effect 
respectively chosen according to IC50 of each one. Digoxin (Tocris) and ACHP (Tocris) have been added at the 
final concentration of 5, 50 and 500 nM. GW9662 (Tocris) has been added at the final concentration of 0.12, 0.6 
and 3 nM and Cucurbitacin I (Cayman Chemical) has been added at the final concentration of  20, 100 and 500 
nM. Cells were classically harvested on day 3 (unless otherwise specified) for detection of cytokines by ELISA 
and quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis.  
Human sample 
Experiments on human CD4+ T cells were carried out using peripheral blood from healthy volunteers (provided 
by the “Etablissement Français du Sang” Besançon, France). Written informed consent was obtained from all 
healthy blood donors. Anti-CD45RA-APC-Vio770 (T6D11) and anti-CD4-VioGreen (VIT4) were purchased 
from Miltenyi Biotech and were used to sort out naïve CD4 T (CD4+ CD45RA+) cells.  
Naïve CD4 T cells or memory Th17 cells were sorted from blood of healthy volunteers, followed by activation 
with plate-bound antibodies against CD3 (OKT3; 2 µg/ml; Bio-Xcell) and CD28 (CD28.2; 2 µg/ml; Bio-Xcell). 
Naïve CD4 T cells were differentiated for 3 days into effector CD4 T lymphocyte subsets with cytokines and 
memory CD4 T cells were restimulated in the presence of the same cytokines (IL-6, IL-23 and TGF-). Human 
IL-4 (10 ng/mL), IL-6 (10 ng/mL), IL-12 (10 ng/mL), IL-23 (10 ng/mL) and TGF- (5 ng/mL) were all 
purchased from Miltenyi Biotech. Anti-IL-4 (clone MP4; 7 µg/mL; BioLegend) and anti-IFNγ (clone NIB42; 7 
µg/mL; BioLegend) antibodies were obtained from Bio-XCell. In some experiments, metformin, resveratrol, 
SRT1720 or EX-527 have been added as previously described. 
Patients  
Between January 2014 and December 2015, we collected whole blood from (n=10) metastatic colorectal cancer 
(mCRC) patients in the Centre Georges François Leclerc. mCRC patients were diagnosed in our cancer. Because 
of concomitant diagnosis of diabetes a metformin treatment (500mg twice a day) was introduced. A blood 
sample was harvested before initial of metformin and 1 month later. All patients gave informed consent 
approved by the local Ethics Committee. The collection of blood sample is authorized by the French 
authorization N° (AC2014-2460). No addition blood than blood required for routine testing was taken.    
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Flow cytometry  
Antibodies and cytometry procedure 
Anti-CXCR3-PE-Vio700 (REA232), anti-CCR6-PE (REA190), anti-CD25-APC (4E3), anti-CD45RA-APC-
Vio770 (T6D11), anti-CD4-VioGreen (VIT4), anti-IFNγ-APC (45-15), anti-RORγt-APC (REA278) and anti-
Foxp3-PE (3G3) were purchased from Miltenyi Biotech. Anti-CCR4-BrilliantViolet421 (1G1) was purchased 
from BD Biosciences. Anti-Tbet-PacificBlue (4B10) and anti-IL17A-PacificBlue (BL168) were purchased from 
BioLegend. Anti-acetyl-STAT3-K685 was purchased from Cell Signaling Technology and was conjugated with 
a goat anti-rabbit-Alexa405 (Life Technologies). All events were acquired by a BD LSR-II cytometer equipped 
with BD FACSDiva software (BD Biosciences) and data were analyzed using FlowJo software (Tree Star, 
Ashland, Oregon).  
Leucocyte population identification  
Written informed consent was obtained from all metastatic colorectal cancer patients. For leucocyte 
identification by flow cytometry, whole blood removed to heparinized tube, 100 µL of whole blood were stained 
with different antibody cocktail during 45 minutes. For Treg (CD4+ CD45RA- CD25+ Foxp3+) analysis we used 
CD4, CD45RA, CD25 and Foxp3 antibodies and for others THelper subsets (Th1: CD4
+ CD45RA- CCR6- 
CXCR3+, Th2: CD4+ CD45RA- CCR6- CXCR3- CCR4+, Th17: CD4+ CD45RA- CCR6+ CXCR3-) we used CD4, 
CD45RA, CD25, CCR6, CXCR3, CCR4.  After surface staining, 2 mL of red blood cells lysis solution (BD 
Biosciences) were added during 10 minutes, centrifuged (400 g, 5 minutes) and then resuspended in flow 
cytometry buffer (eBiosciences). Foxp3 or Acetyl-STAT3 staining was carried out according to the 
manufacturer’s protocol using the fixation/permeabilization solution (eBiosciences). The gating strategy is 
described in Supplementary Figure 6. 
Measurement of cytokines 
After a 72-hour polarization, cell culture supernatants were assayed by ELISA for mouse IL-4 (BD Biosciences), 
IL-13 (eBiosciences), IL-17A (Biolegend), IFNγ (BD Biosciences), VEGF-A (eBiosciences) or human IL-17A 
(Biolegend) according to the manufacturer's protocol. 
For intracellular cytokine staining, cells were cultured for 3 days and then stimulated for 4 hours at 37°C in 
culture medium containing phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; 50 ng/mL; Sigma-Aldrich), ionomycin (1 
μg/mL; Sigma-Aldrich) and monensin (GolgiStop; 1 μL/mL; BD Biosciences). After staining for surface 
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markers, cells were fixed and permeabilized according to the manufacturer's instructions 
(Fixation/Permeabilisation kit, eBiosciences), then stained for intracellular products. Monoclanal antibody 
(mAb) used for mouse surface marker staining was FITC-conjugated anti-mouse CD4 (GK1.5; Miltenyi). 
Monoclonal antibodies used for intracellular staining were as follows: eFLuor®450–conjugated anti-mouse IL-
17A (eBio 17B7; eBiosciences), Phycoerythrin (PE)-conjugated anti-mouse Foxp3 (FJK-16s; eBiosciences), 
PacificBlue-conjugated anti-human IL-17A (BL168; BioLegend), Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-
human IFNγ (45-15; Miltenyi), APC-conjugated anti-human RORγt (REAβ78; Miltenyi), Phycoerythrin (PE)-
conjugated anti-human Foxp3 (3G3; Miltenyi), PacificBlue-conjugated anti-human Tbet (4B10; BioLegend). 
Western Blotting analysis 
Purified naïve T cells were differentiated for 6 or 24 hours into Th17 cells with or without metformin, 
resveratrol, SRT720 or EX-527, then collected and pelleted by centrifugation (5 minutes, 450g, 4°C). Cells were 
lysed in boiling buffer [1% SDS, 1 mM sodium orthovanadate, and 10 mM Tris (pH 7.4)] containing protease 
inhibitor cocktail for 20 minutes at 4°C. Cell lysates were subjected to sonication (10 seconds at 10%) and 
protein concentration was assessed using the Bio-Rad DC Protein Assay Kit. Proteins were then denaturated, 
loaded, and separated on SDS-PAGE and transferred on nitrocellulose membranes (Schleicher & Schuell). After 
blocking with 5% nonfat milk in Phosphate-Buffered Saline containing 0.1% Tween 20 (PBST), membranes 
were incubated overnight with primary antibody diluted in PBST containing 5% BSA, washed and incubated for 
1 hour with secondary antibody diluted in PBST–5% nonfat milk. After additional washes, membranes were 
incubated with luminol reagent (Santa Cruz Biotechnology) and exposed to X-ray films. The following mouse 
monoclonal antibody was used: anti--actin (Sigma-Aldrich). The following rabbit monoclonal antibodies were 
used: anti-STAT3, anti-acetyl-STAT3-K685, anti-phospho-STAT3-Tyr705, anti-Raptor, anti-phospho-Raptor-
S2448, anti-phospho-Raptor-S792, anti-p70s6kinase, anti-phospho-p70s6kinase-Thr389, anti-AKT and anti-
phospho-AKT-Thr308 (Cell Signaling Technology). The following rat monoclonal antibody was used: anti-
RORγt (eBiosciences). Secondary antibodies HRP-conjugated polyclonal goat anti-mouse (Jackson 
ImmunoResearch), polyclonal goat anti-rabbit (Cell Signaling Technology) and polyclonal goat anti-rat (Santa 
Cruz Biotechnology) were also used. 
Chromatin immunoprecipitation assay 
Purified naïve T cells were differentiated for 6 hours into murine Th0 or Th17 cells with or without metformin, 
resveratrol or SRT720. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was conducted according to the manufacturer's 
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instructions (ChiP-IT Express Enzymatic; Active Motif). Briefly, cells were fixed in a solution containing 37% 
formaldehyde for 10 minutes and quenched with 0.125 mol/L glycine. Chromatin was isolated and sheared to an 
average length of 300 to 500 bp by Enzymatic Cocktail. Twenty-five micrograms of DNA were 
immunoprecipitated with a STAT3-specific antibody (Cell Signaling Technology). After chromatin elution, 
cross-links were reversed by a Reverse Cross-linking Buffer and qRT-PCR was conducted. Data were 
normalized to Actin-b Ct values and expressed in fold enrichment according to immunoglobulin (Ig) values.  
Primers designed to assess ChIP assay are as described in Supplementary Table 2. 
Quantitative real-time PCR 
Total RNA from T cells was extracted with TriReagent (Ambion), reverse transcribed using M-MLV Reverse 
Transcriptase (Invitrogen), and was analyzed by RT-qPCR with the SYBR Green method according to the 
manufacturer's instructions using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Expression was 
normalized to the expression of mouse or human Actb. Primers designed to assess gene expression are as 
described in Supplementary Table 3.  
Immunofluorescence and in situ proximity ligation assay 
0.5x106 purified naïve T cells were differentiated or not for 6 hours into murine Th17 cells with or without 
metformin, resveratrol or SRT720. Cells were washed, then were fixed for 10 min at 4 °C with 4% PFA and 
were permeabilized for glacial methanol on ice. Non-specific binding in slides was blocked by incubation for 20 
min at room temperature with a buffer of 0.5% BSA in PBS. Samples were then incubated overnight at 4 °C with 
primary antibodies (identified below). For immunofluorescence experiments, cells were washed three times with 
PBS and were incubated for 30 min at room temperature with the secondary antibody Alexa Fluor 594–c upled 
anti-rabbit (identified below), then were washed three times with PBS. For proximity ligation assay experiments, 
after primary antibodies were washed out, cells were incubated for 1 h at 37 °C with the appropriate probes 
(identified below) and were washed two times with PBS. Probes were then ligated for 30 min at 37 °C and 
washed two times in Buffer A and were amplified for 100 min at 37 °C in the dark with polymerase (Sigma-
Aldrich). 
For both experiments, cells were then mounted for 2 h in the dark on a drop of Mounting Medium containing 
DAPI (P36931; Molecular Probes) on a microscopy slide (045796; Dutscher). Slides were imaged with a charge-
coupled device-equipped upright microscope (Zeiss) and 40× or 63× objectives with a numerical aperture of 1.4. 
Images were analyzed by ImageJ software. 
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The following antibodies were used for immunofluorescence and proximity ligation assays: anti-mouse STAT3 
(124H6; Cell Signaling Technology), anti-rabbit p300 (sc-585, Santa Cruz Biotechnology), anti-rabbit SIRT1 
(D60E1; Cell Signaling Technology), anti-rat RORγt (BβD, eBiosciences), anti-rabbit PLUS probe (1:5 dilution; 
Duo92002; Sigma-Aldrich) anti-mouse MINUS probe (1:5 dilution; Duo92004; Sigma-Aldrich), and Alexa 
Fluor 594–conjugated goat anti-rabbit (1:2000 dilution; A-11012; Invitrogen). The primary antibodies were used 
as recommended by the supplier. 
Statistical analyses 
Statistical analysis was conducted using Prism software (Graph Pad software). For the analysis of experimental 
data, comparison of continuous data was achieved by the Mann–Whitney U test and comparison of patient 
monitoring by the paired Mann-Whitney U test, as appropriate. All P values are two-tailed. P values less than 
0.05 were considered significant (*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001). Data are represented as median ± s.e.m. 
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Les conclusions et perspectives de l’article précédent faisaient appel au blocage des fonctions 
immunorégulatrices des lymphocytes Th17 comme nouvelle stratégie thérapeutique pour le cancer 
du sein. Le travail que nous avons mené sur les agonistes de SIRT1 s’inscrit dans la démarche 
d’inhiber la polarisation Th17 en visant à stopper l’inflammation et l’angiogenèse induites par les 
cellules Th17 dans un contexte de cancer. Les premiers résultats que nous avons obtenus chez 
l’homme montrent que la prise de metformine permet effectivement de limiter la fonctionnalité des 
lymphocytes Th17 tout en conservant celle des populations de bon pronostic telles que les cellules 
Th1 dans un contexte tumoral.  
La confrontation de nos données et des publications de la littérature concernant l’impact de 
SIRT1 sur la polarisation des lymphocytes Th17 peut montrer quelques contradictions en particulier 
depuis la publication de l’équipe d’Éric Verdin (Lim et al., 2015). Nous avons montré que l’activation 
de SIRT1 par des agonistes pharmacologiques induit une diminution de la différenciation des 
lymphocytes Th17 par l’intermédiaire de la désacétylation de STAT3. Cette modification de STAT3 
induit une suppression de l’expression génique de Rorc et de l’Il17a. L’équipe d’Éric Verdin a montré 
que SIRT1 pouvait au contraire favoriser la polarisation Th17 grâce à l’augmentation de l’activité 
transcriptionnelle de RORγt suite à sa désacétylation. Ces données pourraient laisser croire à un rôle 
biphasique de SIRT1 sur la polarisation Th17. Cependant, il est important de préciser que nous 
n’avons pas étudié les mêmes mécanismes biologiques puisque l’équipe d’Éric Verdin a étudié 
l’activité basale de SIRT1 alors que nous avons étudié le rôle de SIRT1 après activation 
pharmacologique. Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que l’activité endogène de SIRT1 
augmente la polarisation Th17 via la désacétylation de RORγt tandis qu’une forte activation de SIRT1 
avec des agents pharmacologiques dans un contexte thérapeutique induit l’inhibition de la 
différentiation Th17 via la désacétylation de STAT3.  
Notre hypothèse de départ concernant la régulation de la polarisation des Th17 repose sur le 
contrôle de l’activité de STAT3, un facteur de transcription impliqué très précocement dans le 
programme de différenciation Th17. STAT3 a ainsi la possibilité de contrôler l’expression génique de 
Rorc qui pourra alors induire avec STAT3 l’expression de l’Il17a. Nous avons mis en évidence que 
l’activation de SIRT1 dès le début de la polarisation des lymphocytes Th17 permet de limiter 
l’acétylation de STAT3, ce qui empêche l’expression de Rorc et en découle donc l’inhibition de 
l’expression protéique de RORγt et de l’IL-17A. L’impact de SIRT1 sur STAT3 est décrit par de 
nombreuses autres équipes dans différents modèles cellulaires et pathologiques (obésité, 
inflammation articulaire, cutanée, neurologique, etc.). L’effet anti-inflammatoire de SIRT1 est 
également lié à la désacétylation d’autres facteurs de transcription tels que NFκB, NFAT, AP-1 (Kong 
et al., 2012). 
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Il est également important de replacer SIRT1 et la réponse inflammatoire dans un contexte 
métabolique. Notre analyse du rôle de SIRT1 sur la polarisation des cellules Th17 repose ainsi sur sa 
régulation dans un contexte de restriction calorique. Nous avons utilisé la metformine comme 
activateur de SIRT1, une molécule qui joue sur le ratio ATP/ADP et NAD+/NADH puisqu’en situation 
de restriction calorique, le rapport ATP/ADP change dans la cellule et provoque une activation de 
l’AMPK qui régule les taux de NAD+ pour induire l’activité de SIRT1. L’axe AMPK/SIRT1 est très 
important dans la régularisation de la polarisation T CD4+ et de nombreuses études ont récemment 
montré qu’impacter cet axe permet de moduler la balance Th17/Treg. Des études, utilisant d’autres 
activateurs de SIRT1 tels que le NAD+, montrent également que cet axe moléculaire peut limiter la 
polarisation Th17 et le processus d’EAE chez la souris (Wang et al., 2016a; Wang et al., 2016b). Dans 
le cancer chez l’Homme, des données récentes montrent également que la metformine peut limiter 
le risque de rechute des patients hyperglycémiques et porteurs de cancer du pancréas (Pusceddu et 
al., 2017). L’utilisation d’agonistes pharmacologiques de SIRT1 ou le recours à la restriction calorique 
pour diminuer l’inflammation due en partie aux lymphocytes Th17 pourrait donc être de bonnes 
stratégies à adopter. L’utilisation de ces méthodes thérapeutiques peut être freinée par les 
oncologues, surtout chez les patients présentant une cachexie et des dysfonctionnements d’organes 
importants. Toutefois, des études montrent que cette alternative thérapeutique doit être envisagée 
puisqu’elle permet, lorsqu’elle est combinée à la chimiothérapie, d’obtenir des réponses importantes 
tout en limitant les effets secondaires des traitements chez la souris (Raffaghello et al., 2008) et chez 
l’Homme (Raffaghello et al., 2010; Safdie et al., 2009). Pour finir, ce travail ne se limite pas 
uniquement à la prise en charge du cancer puisque l’utilisation d’agents pharmacologiques capables 
d’inhiber la polarisation des lymphocytes Th17 peut également avoir une utilité dans le traitement de 
nombreuses maladies inflammatoires telles que le psoriasis, la polyarthrite rhumatoïde mais aussi les 
maladies neurodégénératives. 
  
174
Projet 3 – Article en préparation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Étude du rôle pronostique des lymphocytes Th9 
humains dans les cancers du sein 
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a) Contexte du projet et objectifs 
Il est désormais admis que les lymphocytes Th9 sont impliqués dans l’induction des maladies 
auto-immunes telles que le psoriasis ou la dermatite atopique ainsi que dans les maladies 
allergiques. Cependant, certaines observations ont suggéré que ces cellules pouvaient également 
présenter des fonctions anti-tumorales mais les mécanismes moléculaires à l’origine de ces 
propriétés effectrices sont restés longtemps méconnus. L’équipe du Pr. Ghiringhelli, et plus 
précisément Frédérique Végran et Hélène Berger, ont mis en évidence que le facteur de transcription 
IRF1 augmente les fonctions effectrices des lymphocytes Th9 et dicte leurs propriétés anti-tumorales. 
Dans des conditions de polarisation Th9, c'est-à-dire en présence d’IL-4 et de TGF-β, l’IL-1β induit la 
phosphorylation du facteur de transcription STAT1 et l’expression consécutive d’IRF1, qui va se lier 
aux promoteurs des gènes de l’Il9 et de l’Il21 et ainsi augmenter la sécrétion de ces deux cytokines 
par les lymphocytes Th9. Par ailleurs, les cellules Th9 différenciées en présence d’IL-1β exercent de 
puissantes fonctions anti-cancéreuses dépendantes de l’expression d’IRF1 et d’IL-21. Ces résultats 
ont  ainsi permis d’identifier le facteur de transcription IRF1 comme une cible pour contrôler l’activité 
des lymphocytes Th9 (Vegran et al., 2014). 
 Il nous a donc paru intéressant de déterminer si les résultats obtenus chez la souris étaient 
transposables à l’Homme. Ainsi, nous avons tenté de vérifier si les lymphocytes Th9 humains 
présentaient les mêmes propriétés effectrices que les Th9 murins, à savoir l’expression des facteurs 
de transcription caractéristiques tels que PU.1 et IRF4 et la sécrétion d’IL-9. Par ailleurs, nous avons 
voulu déterminer si la différenciation de ces cellules en présence d’IL-1β favorisait leurs propriétés 
anti-tumorales via l’expression du facteur de transcription IRF1 et par une sécrétion plus importante 
d’IL-9 et d’IL-21.  
Enfin, comme nous l’avons développé préalablement, il est désormais admis que l’infiltration 
lymphocytaire tient un rôle important dans le pronostic des patients atteints de cancer, 
particulièrement du sein. Ainsi, une infiltration tumorale en lymphocytes Th1 ou T CD8+, populations 
lymphocytaires cytotoxiques et anti-tumorales, est associée à un meilleur pronostic dans de 
nombreux types de cancer et notamment dans le cancer du sein (Gu-Trantien et al., 2013; Mahmoud 
et al., 2011a). Si les lymphocytes Th9 humains présentent des fonctions effectrices anti-tumorales 
comme cela a déjà été démontré pour les lymphocytes Th9 murins, nous allons donc chercher à 
savoir si les lymphocytes Th9 jouent un rôle pronostique dans le cancer du sein puisque cela n’a 
jusqu’à maintenant jamais été étudié. Pour étudier l’impact pronostique de ces cellules T CD4+, nous 
avons donc effectué, sur une cohorte de 301 patientes atteintes de cancer du sein et traitées par 
chirurgie et chimiothérapie adjuvante, un double marquage par immunohistochimie (CD4/PU.1) 
permettant d’identifier les lymphocytes Th9 et de déterminer leur rôle pronostique ou non. 
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b) Matériels et méthodes 
 Isolement, restimulation et différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs 
Isolement et tri des lymphocytes T CD4+ naïfs humains : Le sang de volontaires sains est 
obtenu à l’Établissement Français du Sang (EFS) et une sélection négative des lymphocytes T CD4+ est 
réalisée avec un kit RosetteSep® « Human CD4+ T Cell Enrichment Cocktail » : il consiste en la 
combinaison d’anticorps monoclonaux spécifiques des antigènes de surface des cellules 
hématopoïétiques humaines non CD4+ et des globules rouges du sang. Ce cocktail est mis au contact 
du sang de volontaires sains pendant 20 minutes à température ambiante à raison de 50 µL pour 1 
mL de sang. Il convient ensuite de séparer les cellules ciblées par ce kit des cellules d’intérêt : pour 
cela, une séparation en gradient de densité (Ficoll®) est réalisée après dilution du sang au demi dans 
du PBS 1X avec une centrifugation sans frein de 20 minutes à 1000g permettant ainsi la purification 
des lymphocytes T CD4+ totaux après récupération de l’anneau cellulaire situé à l’interphase. Afin 
d’isoler les lymphocytes T CD4+ naïfs, une étape de marquage membranaire est réalisée : un mix 
d’anticorps, préparé dans du milieu de culture AIMV® medium, comprenant un anticorps anti-CD4 
(Clone : VIT4) et un anticorps anti-CD45RA (Clone : T6D11) est préparé à raison de 1 µL pour 10.106 
cellules CD4+. Après 45 minutes de marquage, les tubes sont centrifugés pendant 5 minutes à 450g, 
une étape de lavage est réalisée pour éliminer l’excès d’anticorps et ensuite les cellules sont reprises 
dans du milieu de culture à une concentration de 5.106 cellules par mL. Le tri des lymphocytes T CD4+ 
naïfs (CD4+ CD45RA+) est ensuite réalisé avec l’appareil BD FACS ARIATM III. 
Restimulation et différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs in vitro : Les cellules T CD4+ 
naïves sont mises en culture à raison de 200 000 cellules par puits dans des plaques 96 puits. Les 
plaques sont prétraitées pendant 2 heures avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (respectivement, 
clones : OKT-3 et CD28.2) à raison de 1 mg/mL pour chaque anticorps permettant ainsi de mimer une 
activation non spécifique des lymphocytes T. Pour orienter la différenciation vers un sous-type T CD4 
particulier, des mix de cytokines et d’anticorps bloquant sont ajoutés dans chaque puits (voir Tableau 
1, p. 178).  
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Tableau 1. Combinaisons de cytokines et anticorps bloquant pour l’induction de la polarisation de 
lymphocytes T CD4
+
 effecteurs. 
Anti-IFNγ (MD-1) IL-4 TGF-β IL-1β IFNα IFNβ IL-21 
Concentration 7 µg/mL 10 ng/mL 5 ng/mL 10 ng/mL 10 ng/mL 100 U/mL 10 ng/mL 
Th2 × × 
Th9 × × × 
Th9 + IL-1β × × × × 
Th9 + IFNα × × × 
 
× 
Th9 + IFNβ × × × 
  
× 
Th9 + IL-21 × × × 
   
× 
Les cellules différenciées sont laissées en culture pendant 1h, 16h, 24h, 48h ou 72h, sont ensuite 
récupérées et une centrifugation (300g pendant 5 minutes à 4°C) permet de récupérer le surnageant 
ainsi que les cellules qui sont conservés à -20°C jusqu’à leur analyse par ELISA ou RT-qPCR. 
 Analyse de l’expression génique et de la sécrétion de cytokines des différents sous-
types T CD4+ différenciées
Détermination de la sécrétion de cytokines par ELISA : Après récupération des surnageants 
des différents sous-types lymphocytaires T différenciées après 3 jours de culture, la sécrétion des 
cytokines IL-9 et IL-4 est analysée par la technique ELISA.  
Caractérisation du profil transcriptomique par RT-qPCR : Après l’extraction des ARN des 
cellules par séparation de phase (trizol/chloroforme), la transcription inverse est réalisée à l’aide du 
kit M-MLV Reverse Transcriptase (InvitrogenTM) dans un thermocycleur Veriti (Applied Biosystems). 
Enfin, une réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel (qPCR) est effectuée, à 
partir des ADNc obtenus, avec le kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). 
L’expression génique des gènes Il9, Il4, Il21, Il10, Pu1, Irf4, Batf, Irf1, Gata3 est analysée après 1h, 
16h, 24h ou 48h de culture. 
 Immunohistochimie : double marquage CD4/PU.1
Pour étudier le rôle pronostique des lymphocytes Th9 dans les cancers du sein, nous avons 
utilisé des coupes de tumeurs mammaires incluses en paraffine d’une cohorte de 301 patientes 
traitées par chirurgie et chimiothérapie adjuvante (regroupant tous les sous-types de cancer du sein) 
dont 9 patientes avec une récidive loco-régionale. Nous avons choisi de caractériser les lymphocytes 
Th9 par la double expression du marqueur CD4 et du facteur de transcription PU.1 puisque ce dernier 
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est considéré comme un facteur de transcription spécifique de ces cellules (Chang et al., 2005) et 
qu’un tel marquage a déjà été réalisé pour identifier les lymphocytes Th9 sur des coupes de peau 
humaine (Cortelazzi et al., 2013). 
Après déparaffinage, les lames sont incubées pendant 45 minutes dans du tampon citrate à 
97°C permettant ainsi le démasquage antigénique du tissu. On procède ensuite au blocage des 
biotines/avidines et peroxydases endogènes avant de saturer pendant 30 minutes avec du sérum 
humain. L’anticorps anti-CD4 (Clone : SP35, Ventana) est prêt à l’emploi et est incubé pendant une 
heure puis un anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline dilué au 200e est déposé sur les 
lames pendant 30 minutes. La révélation avec le substrat Vector Red a été validée pour une durée de 
15 minutes lors de la mise au point du marquage. Il est ensuite nécessaire de décoller les complexes 
d’anticorps en passant les lames à 800W pendant deux fois 5 minutes dans du tampon de 
démasquage antigénique à pH 6 comme précédemment utilisé. On réitère ensuite le blocage des 
biotines/avidines et des peroxydases endogènes ainsi que la saturation et on incube alors avec 
l’anticorps anti-PU.1 (Clone : phpu13, eBiosciences) dilué au 50e pendant une nuit. Enfin, nous 
utilisons un kit de détection contenant des polymères couplés à la phosphatase alcaline 
(ImmPRESSTM-AP Reagent, Vector Laboratories) incubé pendant 30 minutes puis la révélation avec le 
substrat Vector Blue a été validée pour une durée de 5 minutes lors de la mise au point du marquage. 
Il convient ensuite de laisser sécher les lames avant d’appliquer le milieu de montage et de déposer 
une lamelle sur chaque lame.  
Le comptage a été effectué au microscope au X40 : sur cinq zones de la lame, le nombre de 
cellules CD4+ ont été comptées ainsi que le nombre de cellules double positives CD4+ PU.1+ (Image 
représentative du marquage immunohistochimique, p. 179). Les cinq zones analysées pour chaque 
tumeur portaient sur des zones stromales bordant les nids tumoraux et ne comprenant pas le front 
d’invasion et la couronne périphérique, ni des « hots spots » isolés. 
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c) Résultats  
i. Validation de la différenciation Th9 humaine in vitro 
Dans un premier temps, il était nécessaire de démontrer une possible polarisation de 
lymphocytes T CD4+ naïfs humains en lymphocytes Th9. Pour cela, nous avons différencié des 
lymphocytes Th2, Th9 et Treg à partir de cellules T naïves et nous avons analysé l’expression génique 
des facteurs de transcription Pu1, Irf4, Foxp3 et Gata3 (Figures 1a, b, c, d) ainsi que l’expression 
génique et la sécrétion de deux cytokines, l’IL-9 et l’IL-4 (Figures 1e, f, g). Les lymphocytes T naïfs 
humains différenciés en présence d’IL-4 et de TGF-β sécrètent de grande quantité d’IL-9  (Figure 1e) 
et expriment de façon importante le gène codant pour l’Il9 (Figure 1f) tandis qu’ils n’expriment ni ne 
sécrètent d’IL-4 (Figure 1g). Par ailleurs, en ce qui concerne l’expression génique des facteurs de 
transcription, ces cellules différenciées en présence d’IL-4 et de TGF-β montrent l’expression du 
facteur de transcription PU.1 après 16h de différenciation (Figure 1a) ainsi que du facteur de 
transcription IRF4 après 24h de différenciation (Figure 1b). Ce dernier est également exprimé par les 
lymphocytes Th2 et Treg, différenciés respectivement en présence d’IL4 ou de TGF-β. Toutefois, 
lorsque l’on analyse l’expression génique de deux autres facteurs de transcription, GATA3 et Foxp3, 
nous n’observons pas leur expression au sein des cellules différenciées en présence d’IL-4 et de TGF-
β (Figure 1c, d) ; tandis que le sous-type Th2 exprime de façon importante le facteur de transcription 
GATA3 (Figure 1c), caractéristique de cette population lymphocytaire et que le sous-type Treg 
exprime quant à lui le facteur de transcription Foxp3 (Figure 1d), également caractéristique de ce 
sous-type lymphocytaire T CD4+. Nous validons donc ainsi la différenciation en lymphocytes Th9 
humains puisque nous retrouvons un profil d’expression génique et un profil cytokinique comparable 
à ceux retrouvés pour les lymphocytes Th9 murins, dont la spécificité de l’expression du facteur de 
transcription PU.1. 
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l’expression génique des gènes codant pour les cytokines IL-21 et IL-10 par les cellules Th9 humaines 
(Figure 3d, e), profil d’expression retrouvé également au sein des lymphocytes Th9 différenciés en 
présence d’IL-1β. Par ailleurs, lorsque l’on analyse les facteurs de transcription caractéristiques des 
cellules Th9, PU.1 et IRF4, on retrouve une expression génique importante de Pu1 dans les Th9 
différenciés en présence ou non de ces 3 cytokines comparativement à des lymphocytes Th2 (Figure 
3f) et même, on observe une augmentation significative de l’expression d’Irf4 dans les Th9 
différenciés en présence ou non d’IFNα par rapport à des lymphocytes T naïfs (Figure 3g). De même, 
on valide la polarisation Th9 avec l’analyse de l’expression génique du gène codant pour l’IL-4 et 
l’analyse de la sécrétion d’IL-4 par ELISA puisque comparativement à des lymphocytes Th2, les 
lymphocytes Th9 différenciés en présence ou non des trois cytokines utilisées n’expriment ni ne 
sécrètent d’IL-4 (Figure 3h, i). Nous pouvons donc postuler que la différenciation de lymphocytes Th9 
humains en présence d’IFNα permet de retrouver les données publiées chez la souris avec l’IL-1β, à 
savoir une augmentation potentielle des fonctions effectrices des cellules Th9 via l’activation du 
facteur de transcription IRF1.  
 
iv. Impact pronostique des lymphocytes Th9 dans les cancers du sein  
 
 Caractéristiques de la cohorte étudiée 
Les 301 patientes de cette cohorte ont été suivies et traitées au Centre Georges François 
Leclerc entre 2005 et 2013. Les différentes caractéristiques de ces patientes sont présentées dans le 
Tableau 2 (p. 186). L’âge moyen et médian au diagnostic des patientes est de 56,1 ans. Il s’agit en 
majorité de petites tumeurs (60% de stade pT1) sans ou avec un faible envahissement ganglionnaire 
axillaire (82% pN0-1). 141 patientes (soit 46,8%) présentent un cancer de grade SBR I ou II, 159 
patientes (soit 52,8%) présentent un cancer de grade SBR III et le grade SBR d’une patiente n’a pas pu 
être déterminé. En ce qui concerne le profil moléculaire du cancer des patientes, 39,9% (120 
patientes) ont un cancer luminal, 38,5% (116 patientes) un cancer HER2+++ et 21,6% (65 patientes) 
un cancer triple-négatif. 197 patientes (soit 65,5%) présentent un cancer RO+, 156 (soit 51,8%) un 
cancer RP+ et 116 (soit 38,5%) un cancer HER2+. 9 patientes (soit 3%) de cette cohorte ont eu une 
récidive loco-régionale. Toutes les patientes ont été traitées par chirurgie et chimiothérapie 
adjuvante. 257 patientes (soit 85,4%) ont également reçu une radiothérapie et 193 (soit 64,1%) une 
hormonothérapie adjuvante. 17,3% des patientes ont fait une rechute (47 rechutes métastatiques et 
9 rechutes loco-régionales) et 40 patientes (soit 13,3%) sont décédées à ce jour.  
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 Impact pronostique des lymphocytes Th9 sur la survie sans récidive des patientes 
Nous avons donc quantifié par immunohistochimie les lymphocytes CD4+ et CD4+ PU.1+ dans 
le stroma tumoral près de nids tumoraux dans cette série rétrospective de 301 patientes atteintes de 
cancer du sein. Nous avons ensuite séparé les patientes en deux groupes (faible vs forte densité) en 
utilisant la médiane comme seuil de séparation pour chaque marqueur : CD4 (médiane = 28,4), Th9 
(médiane = 2) et rapport TH9/CD4 (médiane = 6,7). Les patientes présentant une forte densité de 
lymphocytes Th9 ont une survie sans récidive significativement augmentée par rapport aux patientes 
avec une faible densité de Th9 (p  < 0,0001 ; H.R : 0,171 ;  IC 95% : [0,087-0,338]) (Figure 5a, d). Il en 
est de même pour la densité de cellules CD4+ intra-tumorales : une forte densité de CD4+ est 
significativement associée à une meilleure survie sans rechute des patientes (p = 0,0087 ; H.R : 
0,493 ; IC 95% : [0,291-0,836]) (Figure 5b, d). Enfin, nous avons étudié l’impact de la proportion de 
Th9 parmi les CD4+ à travers le rapport Th9/CD4 sur la survie sans récidive des patientes et un 
rapport de Th9/CD4 supérieur à 7% est significativement associé à une meilleure survie sans récidive 
des patientes (p < 0,0001 ; H.R : 0,149 ; IC 95% : [0,071-0,313]) (Figure 5c, d). Une infiltration 
tumorale importante en lymphocytes Th9 semble donc associée au pronostic des patientes en 
termes de survie sans récidive ainsi qu’une forte proportion de Th9 parmi les lymphocytes T CD4+. 
En analyse univariée, les autres facteurs ressortant comme significativement associés à la 
survie sans rechute étaient le type de chirurgie, la taille tumorale et l’envahissement ganglionnaire 
axillaire (Figure 5d).  
En analyse multivariée, avec un modèle incluant la variable Th9, seuls la taille tumorale, le 
profil moléculaire (TN), et une forte densité en Th9 étaient indépendamment associés à la survie sans 
récidive (Figure 5e). 
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o Impact pronostique des lymphocytes Th9 sur la survie globale des patientes 
Nous avons ensuite étudié le rôle des lymphocytes Th9 sur la survie globale des patientes 
atteintes de cancer du sein. Une forte infiltration en lymphocytes CD4+ PU.1+ est significativement 
associée à une augmentation de la survie globale des patientes (p < 0,0001 ; H.R : 0,161 ; IC 95% : 
[0,071-0,401] (Figure 6a, d). La présence d’une forte densité de lymphocytes CD4+ n’est quant à elle 
pas statistiquement associée à une meilleure survie globale des patientes (p = 0,0516 ; H.R : 0,524, IC 
95% : [0,274-1,004]) (Figure 6b, d). Cependant, de la même façon que pour la survie sans récidive, la 
présence d’un rapport Th9/CD4 important est également associée à une meilleure survie globale des 
patientes (p = 0,0007 ; H.R : 0,244 ; IC 95% : [0,108-0,554]) (Figure 6c, d). 
En analyse univariée, les autres facteurs significativement associés à la survie globale étaient 
l’âge, le sous type moléculaire, et la taille tumorale (Figure 6d). 
En analyse multivariée, en utilisant un modèle incorporant la variable « densité en Th9 », 
seuls l’âge, le sous type moléculaire (TN) et la densité en Th9 étaient significativement 
indépendamment associés à une meilleure survie globale (Figure 6e). 
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o Impact pronostique des lymphocytes Th9 en fonction du sous-type moléculaire du 
cancer du sein 
Nous avons enfin voulu étudier, à titre exploratoire, le rôle des lymphocytes Th9 en fonction 
du sous-type moléculaire du cancer du sein. Nous avons donc analysé l’impact pronostique des 
lymphocytes Th9 en fonction du sous-type du cancer du sein. En ce qui concerne le sous-type 
Luminal, la forte densité de Th9 intra-tumoraux est significativement associée à une meilleure survie 
sans récidive (p = 0,0069 ; H.R : 0,261 ; IC 95% : [0,098-0,692]) (Figure 7a) et à une meilleure survie 
globale (p = 0,0162 ; H.R : 0,162) des patientes. En analyse multivariée, l’infiltration en Th9 est même 
le seul paramètre avec la taille tumorale à rester indépendamment associé à la survie sans récidive, 
et le seul à rester associé à la survie globale (Figure 7a).  
L’analyse du sous-type HER2 montre que la forte infiltration tumorale en lymphocytes Th9 
est également significativement associée à une meilleure survie sans rechute (p = 0,0073 ; H.R : 
0,181 ; IC 95% : [0,052-0,630]) (Figure 7b), y compris en analyse multivariée (p = 0,0066) (Figure 7b) 
mais ce n’est pas le cas en ce qui concerne la survie globale (p = 0,0858 ; H.R = 0,252).  
Enfin, l’étude dans le sous-type triple-négatif montre un fort impact pronostique puisqu’une 
forte densité de Th9 intra-tumoraux est significativement associée à une meilleure survie sans 
récidive (p = 0,0002 ; H.R : 0,058 ; IC 95% : [0,013-0,257]) (Figure 7c) et à une meilleure survie globale 
(p = 0,001 ; H.R : 0,081) des patientes en analyse univariée, mais également en analyse multivariée (p 
= 0,0005) (Figure 7c), avec un pronostic particulièrement bon pour les patientes avec une forte 
densité en Th9 (seulement 2 rechutes). 
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d) Discussion des résultats 
Nous avons, dans un premier temps, mis en évidence in vitro, la différenciation des 
lymphocytes T CD4+ naïfs en lymphocytes Th9, caractérisés par l’expression des facteurs de 
transcription PU.1 et IRF4 ainsi que par la sécrétion importante d’IL-9. À la différence du phénotype 
murin, l’IFNα, et non l’IL-1β, augmente les propriétés effectrices des cellules Th9 humaines via 
l’expression d’IRF1. L’IFNα favorise ainsi l’augmentation de la sécrétion d’IL-9 et la sécrétion d’IL-21 
par les lymphocytes Th9 humains.  
 Les résultats obtenus à partir du double marquage immunohistochimique CD4/PU.1 
semblent démontrer un rôle pronostique favorable de l’infiltration en lymphocytes Th9 dans les 
cancers du sein. Par rapport à l’infiltration en lymphocytes T CD4+ totaux, il est important de noter 
qu’il n’existe pas une corrélation absolue entre l’infiltration en CD4 totaux et en Th9 dans notre série, 
et que en termes de discrimination pronostique, l’infiltration en lymphocytes Th9, ou le ratio 
Th9/CD4 semble mieux rendre compte du pronostic que l’infiltration en CD4 totaux.  
L’importance d’une infiltration tumorale en TILs est dorénavant admise et nous confirmons ainsi 
l’impact pronostique positif d’une infiltration tumorale en lymphocytes T CD4+. Toutefois, 
l’importance pronostique des TILs dans les cancers du sein est plus particulièrement retrouvée dans 
les sous-types agressifs, que sont les sous-types HER2+ et triple-négatif. Il nous a donc paru 
important d’étudier le rôle pronostique des lymphocytes Th9 en fonction du sous-type moléculaire 
des cancers du sein. On peut tout d’abord noter que les sous-types HER2+ et triple-négatif sont les 
sous-types les plus infiltrés par les lymphocytes Th9 comparativement au sous-type luminal, à l’instar 
de ce qui est déjà rapporté dans la littérature, notamment pour les cellules T CD8+. Lorsque le rôle 
pronostique des lymphocytes Th9 est analysé en fonction du sous-type moléculaire, la forte densité 
de Th9 est significativement associée à une meilleure survie sans récidive que ce soit lorsque l’on 
étudie le sous-type luminal, le sous-type HER2+ et le sous-type triple-négatif. Les lymphocytes Th9 
présentent donc un impact positif sur la survie des patientes quel que soit le sous-type moléculaire 
du cancer du sein, ce qui est assez singulier, notamment vis-à-vis du sous-type luminal. Cependant, il 
semble que l’impact pronostique des cellules Th9 sur la survie sans récidive des patientes soit plus 
important dans le sous-type triple-négatif.  
 
e) Conclusion et perspectives 
En ce qui concerne les expériences réalisées in vitro, nous avons pu montrer que l’IFNα 
pouvait augmenter les propriétés anti-tumorales des lymphocytes Th9 humains en favorisant une 
sécrétion plus importante d’IL-9 mais surtout en induisant une sécrétion d’IL-21 par ces cellules. Il 
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nous reste, cependant, à valider l’expression protéique des facteurs de transcription caractéristiques 
des lymphocytes Th9, à savoir PU.1 et IRF4, par Western Blot ou par marquage en cytométrie de flux 
pour confirmer la différenciation de ce sous-type lymphocytaire T CD4+ chez l’Homme et valider 
également notre double marquage immunohistochimique. 
L’étude du rôle pronostique des lymphocytes Th9 par immunohistochimie réalisée sur une 
cohorte de 301 patientes atteintes d’un cancer du sein a montré qu’une forte densité de 
lymphocytes Th9 infiltrant la tumeur était significativement associée à un meilleur pronostic des 
patientes en termes de survie sans récidive et de survie globale. Ce rôle positif sur le pronostic est 
également retrouvé quel que soit le sous-type moléculaire étudié mais laisse penser que l’impact 
pronostique de ces cellules est plus important dans le sous-type triple-négatif. Nous souhaitons 
valider ces résultats en isolant une signature transcriptomique Th9 (à partir de lymphocytes Th9 
différenciés in vitro ou en utilisant une signature déjà existante (gene set GSE2770)) et étudier 
l’influence pronostique de cette signature Th9 à travers les données transcriptomiques publiques 
relatives à une grande série de cancers du sein localisés. Ce travail bio-informatique sera réalisé à 
l’aide d’approches de déconvolution et d’un outil d’estimation des proportions des différents sous-
types de lymphocytes, mis au point dans notre équipe. Ceci permettrait d’appuyer les résultats 
obtenus sur notre cohorte et de confirmer sur un plus grand nombre de patientes le rôle pronostique 
des lymphocytes Th9 humains. 
  
196
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONS  et 
PERSPECTIVES 
 
  
197
L’efficacité des chimiothérapies dans les cancers avancés n’est malheureusement que  
transitoire et dans la plupart des cas cette approche cytotoxique pure visant les cellules cancéreuses 
ne permet pas d’obtenir une rémission durable, se heurtant aux mécanismes adaptatifs de résistance 
cellulaire. Ce constat d’échec établi a donc permis d’orienter les recherches thérapeutiques en 
oncologie non plus seulement sur la cellule cancéreuse elle-même, mais aussi sur la caractérisation 
du microenvironnement tumoral et son ciblage thérapeutique (néoangiogenèse, immunothérapies, 
etc.). Notre équipe de recherche s’intéresse depuis ses débuts à la polarisation T CD4+ et aux rôles de 
ces cellules dans la progression tumorale. C’est dans cet environnement scientifique que nous avons 
été amené à étudier, d’abord dans des modèles précliniques, puis chez des patients atteints de 
cancer, les fonctions biologiques et les rôles pronostiques de populations lymphocytaires T CD4+ 
jusqu’à présent rarement étudiées dans un contexte tumoral chez l’Homme (les lymphocytes Th17 et 
Th9).  
 
1. Le système immunitaire : une reconnaissance seulement récente d’un rôle 
dans le cancer :  
Des observations épidémiologiques chez des patients immunodéprimés avaient, dès les 
années 80, déjà attiré l’attention sur le rôle potentiel protecteur du système immunitaire sur la 
survenue des cancers, en particulier sur le développement de cancers viro-induits comme le sarcome 
de Kaposi (Pape et al., 1983; Schreiber and Podack, 2009). De la même façon, les patients 
transplantés, qui reçoivent des thérapies immunosuppressives pour tenter d’éviter le rejet de greffe, 
ont également un risque plus élevé de développer des tumeurs solides, telles que des tumeurs 
colorectales (Curtis et al., 1997) ou mammaires (Kasiske et al., 2004) par exemple, suggérant ainsi la 
place importante que tient le système immunitaire dans l’apparition et le développement des 
cancers. Tous ces arguments cliniques, certes indirects, plaident donc néanmoins pour penser que les 
concepts d’immunosurveillance et d’immunoédition (démontrés expérimentalement dans des 
modèles animaux), sont également valides chez l’Homme. 
À côté de ce rôle dans la survenue ou non d’un cancer, de nombreuses études ont donc 
également montré l’influence pronostique des stigmates de réponse immunitaire anti-tumorale 
compromise ou non, une fois le diagnostic de cancer posé. C’est ainsi que la lymphopénie et son 
pronostic défavorable dans la progression tumorale (Ray-Coquard et al., 2009) et la diminution de 
cellules sécrétrices d’IFNγ, sont reliés à un moins bon pronostic clinique dans de nombreux cancers, 
tout comme la présence importante chez l’hôte de cellules de l’immunité favorisant la progression 
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tumorale, comme les lymphocytes T régulateurs ou les cellules myéloïdes suppressives (Gabitass et 
al., 2011).  
Nous avons ainsi montré, à l’instar d’autres travaux, qu’au niveau périphérique, les patients 
atteints d’un cancer métastatique présentaient une augmentation de la proportion de MDSC 
granulocytaires (gMDSC), de lymphocytes Th17 et Treg tandis que le taux de lymphocytes Th1 
diminue, comparativement à des volontaires sains (Limagne et al., 2016). Le taux initial en gMDSC est 
de plus associé à un moins bon pronostic clinique des patients (voir article en annexe 1).   
Ainsi, la situation immunitaire biologique d’un patient atteint de cancer apparait 
cauchemardesque pour l’immunothérapeute : le fait même que le cancer puisse être décelable 
signifie donc que les populations cellulaires tumorales ayant réussi à émerger sont « invisibles » pour 
le système immunitaire du patient, système immunitaire qui est par ailleurs plus ou moins 
profondément détourné au profit de la progression tumorale via ces populations 
immunosuppressives ou immunorégulatrices. 
Néanmoins le démembrement biologique progressif des anomalies de la réponse immune 
lors de la progression tumorale, et les récents succès cliniques des immunothérapies de nouvelle 
génération montrent que le combat n’est pas perdu d’avance, et qu’il semble possible, au moins en 
partie, de contourner les mécanismes d’échappement pour restaurer une immunité efficace vis-à-vis 
de la tumeur. 
Ces récentes améliorations des connaissances, ont également permis de revisiter le rôle 
potentiel du système immunitaire dans des variétés tumorales considérées comme « non 
immunogéniques » comme le cancer du sein. Aux aspects de signes d’immunosuppression/ 
immunosubversion périphérique (lymphopénie et augmentation du nombre de lymphocytes Treg ou 
de MDSC circulants entre autre) sont venus s’ajouter depuis le début des années 2010, les très 
nombreuses études tissulaires ayant montré le rôle pronostique très fort des lymphocytes infiltrant 
les tumeurs du sein (TILs). 
 
2. Les TILs : Une dimension pronostique considérable dans les cancers 
L’importance de la quantité et de la qualité de l’infiltrat immunologique a été soulevée dans 
les cancers du côlon dès le début des années 2000 par l’équipe de J. Galon (Galon et al., 2006). Quel 
que soit le type de tumeur, il est désormais admis que la présence d’une forte densité en TILs au site 
tumoral est en général associée au meilleur pronostic des patients soulignant donc l’importance de 
l’évaluation de la d’une réponse immunitaire anti-tumorale in situ (Becht et al., 2016).  
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L’amélioration des techniques d’analyse tissulaires, ainsi que le recours à des techniques de 
biologie moléculaire haut débit (transcriptomique notamment) a ensuite permis d’étudier plus 
précisément la composition de l’infiltration lymphocytaire au sein des cancers, en révélant que 
l’orientation fonctionnelle et la localisation des TILs avaient également un fort impact sur le pronostic 
des patientes. Ainsi, une infiltration en lymphocytes T CD8+ est donc corrélée à une meilleure survie 
des patients dans la plupart des tumeurs solides (Fridman et al., 2014). À l’inverse, les populations 
régulatrices, comme les lymphocytes T régulateurs infiltrant les tumeurs sont le plus souvent 
associés à un moins bon pronostic clinique des patients. Dès lors, l’étude de l’infiltration immune 
tumorale s’est retrouvée au centre des attentions des immunologistes du cancer, et de nombreuses 
équipes de recherche sont actuellement engagées sur le démembrement biologique de la réponse 
immunitaire et son impact pronostique chez des patients atteints de cancer.  
Notre recherche s’inscrit donc complètement dans ce démembrement progressif des rôles 
biologiques respectifs des différentes populations cellulaires impliquées dans la réponse anti-
tumorale, en particulier les différents types de lymphocytes T CD4+, ainsi que les mécanismes 
immunosuppresseurs ou anti-tumoraux inhérents à leur fonction. C’est dans ce contexte que nous 
avons étudié deux sous-types lymphocytaires T CD4+, les lymphocytes Th17 et Th9, dans le cadre des 
cancers du sein. Les lymphocytes Th17 constituent une population importante à étudier puisque, 
jusqu’à présent, aucune donnée de la littérature n’a mis en évidence le rôle pronostique de ces 
cellules dans les tumeurs mammaires. Nous avons ainsi montré que l’accumulation de lymphocytes 
Th17 dans le tissu tumoral mammaire est associée à un mauvais pronostic clinique et qu’une forte 
infiltration de ces cellules contrecarre le bénéfice d’une infiltration importante en cellules T CD8+ 
(Thibaudin et al., 2016). L’expression intra-tumorale de la chémokine CCL20, ligand du récepteur 
CCR6 exprimé par les cellules Th17 favorise leur migration depuis la circulation et les organes 
lymphoïdes au site tumoral. Une fois dans la tumeur, la présence d’IL-6 et de TGF-β, cytokines du 
microenvironnement tumoral, est responsable de modifications phénotypiques et fonctionnelles 
notamment en induisant l’expression de deux enzymes : CD39 et CD73, déjà décrites pour être 
exprimées par les lymphocytes Treg et responsables de leur activité immunosuppressive (Deaglio et 
al., 2007). Les ectonucléotidases vont alors permettre la transformation de l’ATP en adénosine, 
molécule immunosuppressive, qui va inhiber la réponse cytotoxique établie par les lymphocytes Th1 
et T CD8+ en inhibant la production de TNFα et d’IFNγ (Thibaudin et al., 2016). Ce phénotype 
immunosuppresseur Th17 favorise ainsi la progression tumorale des cancers du sein. 
Par ailleurs, nous avons eu un grand intérêt à étudier un autre sous-type T CD4+ découvert en 
2008, les lymphocytes Th9. Les travaux précliniques princeps en contexte tumoral réalisés chez la 
souris par notre équipe ont initialement permis de démontrer que les cellules Th9 pouvaient 
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présenter des fonctions anti-tumorales dans plusieurs modèles de cancer (Vegran et al., 2014). Nous 
avons donc voulu déterminer si les lymphocytes Th9 infiltrant les tumeurs du sein pouvaient jouer un 
rôle pronostique. Outre des différences biologiques en termes de cytokines clés pour induire leur 
polarisation, par rapport au modèle murin, nous avons ainsi montré qu’une forte densité de 
lymphocytes Th9 est associée avec une meilleure survie globale et survie sans récidive des patientes 
atteintes de cancer du sein et que plus le rapport Th9/CD4 totaux est élevé, c’est-à-dire plus la 
proportion de Th9 parmi les lymphocytes T CD4+ infiltrants est importante, meilleur est le pronostic 
des patientes en termes de survie sans récidive (Thibaudin et al., article en préparation). Il nous a 
également paru important d’analyser l’impact pronostique de ces cellules en fonction du sous-type 
moléculaire du cancer du sein. Nous avons ainsi montré que quel que soit le sous-type moléculaire 
(luminal, HER2+ ou triple-négatif), la forte densité de lymphocytes Th9 au site tumoral est associée à 
une meilleure survie sans récidive des patientes, ce qui est relativement original, notamment vis-à-
vis des formes luminales, dans lesquelles le rôle des TILs pris de façon globale est très incertain. 
Toutefois, l’impact pronostique des Th9 reste le plus important dans le sous-type triple-négatif. 
L’étude de ces deux sous-types T helper dans le cancer du sein nous a permis :  
1) De mettre en lumière l’importance d’une évaluation fine des différentes populations 
de TILs, au-delà d’une évaluation globale en HES, même si, au jour d’aujourd’hui, rien 
ne permet d’affirmer formellement qu’une approche « démembrée » des différentes 
populations de TILs soit plus performante qu’une évaluation générale de leur densité 
(indépendamment des différents sous-types) pour la stratification pronostique des 
patientes atteintes d’un cancer du sein. Néanmoins, nos différents travaux 
soulignent bien la complexité fonctionnelle et pronostique du microenvironnement 
immunitaire des cancers du sein.  
2) De souligner la complémentarité des approches précliniques et translationnelles au 
sein de la même équipe de recherche, pour la mise en évidence de nouvelles cibles, 
et de nouveaux biomarqueurs du microenvironnement immunitaire des cancers. 
C’est en effet, pour chacun de nos travaux de recherche, des résultats initiaux dans 
des modèles murins obtenus au laboratoire, qui nous ont permis de vérifier la 
pertinence et le parallélisme des concepts Th17 et Th9 chez l’Homme après les avoir 
mis en évidence chez l’animal. 
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3. Manipulation thérapeutique éventuelle des TILs comme stratégie 
thérapeutique 
Les stratégies d’immunothérapie menées jusqu’à présent dans le cancer du sein (cytokines, 
vaccination à l’aide de peptides tumoraux, etc.) permettent en général de voir apparaitre une 
réponse T cytotoxique ainsi qu’une réponse humorale, mais malheureusement rarement 
accompagnées de signes de régression tumorale objective. Une immunosuppression trop importante 
au site tumoral, une immunosélection progressive faisant émerger des clones tumoraux ayant perdu 
l’expression de l’antigène ou la variabilité du degré d’expression antigénique d’un site tumoral à 
l’autre, voire au sein d’une même localisation tumorale, constituent certainement des hypothèses 
plausibles pour expliquer 30 ans d’échec de l’immunothérapie dans le cancer, en particulier du sein.  
Mais l’immunothérapie en cancérologie a été incontestablement relancée depuis les 3 
dernières années avec l’essor des anticorps monoclonaux ciblant les points de contrôles de la 
réponse immunitaire (anticorps anti-CTLA-4, anti-PD-1 ou anti-PD-L1), avec des progrès cliniques 
majeurs pour le traitement des mélanomes, des cancers bronchiques, de la vessie et du rein 
notamment. Malgré ces premiers succès, de nombreuses questions restent en suspens, notamment 
quant à l’identification précoce des patients susceptibles de tirer un bénéfice de ces nouveaux 
traitements, ou à la compréhension des mécanismes de résistance primaire ou secondaire à ces 
inhibiteurs de checkpoints de la réponse immunitaire. Le monde de l’immunothérapie des cancers 
s’est donc lancé dans une recherche acharnée de biomarqueurs prédictifs, au-delà de ceux mis en 
lumière ces dernières années (expression tumorale et/ou microenvironnementale de PD-L1), charge 
mutationnelle tumorale, infiltration tumorale par les lymphocytes T CD8+, etc.) qui restent imparfaits 
et/ou difficiles à mettre en œuvre en routine. 
Dans le cancer du sein, à ce jour, les premiers résultats cliniques des immunothérapies de 
nouvelle génération sont certes encourageants, mais un peu décevants par rapport à d’autres 
variétés tumorales. De façon non surprenante, les résultats les plus aboutis ont été obtenus dans les 
cancers du sein triple-négatifs (Nanda et al., 2016), qui sont les plus infiltrés en TILs, ceux qui 
expriment le plus PD-L1 (corrélation logique avec la présence d’une forte densité en TILs), et ceux 
dont l’instabilité génomique rend compte d’une plus forte charge mutationnelle (Luen et al., 2016). 
Cependant, une faible fraction des patientes (certes à un stade avancé de la maladie) sont 
répondeuses et, là encore, la complexité de la réponse immunitaire face au cancer rend difficile la 
mise en évidence de biomarqueurs prédictifs fiables à eux seuls. Il est donc probable que les 
cliniciens doivent recourir dans les années à venir, plutôt à un panel de biomarqueurs 
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immunologiques, au sein desquels les TILs, mais aussi peut être la balance entre TILs favorables et 
défavorables à une réponse immunitaire anti-tumorale, devraient jouer un rôle majeur. 
Notre travail sur l’impact négatif de l’infiltration tumorale des lymphocytes Th17 sur le 
pronostic des patientes atteintes de cancer du sein soulève de nouvelles possibilités de stratégies de 
manipulation du système immunitaire à visée thérapeutique. Ainsi, inhiber les fonctions suppressives 
des lymphocytes Th17 en bloquant les ectonucléotidases avec un anticorps permettrait de restaurer 
une réponse immunitaire cytotoxique dépendante des lymphocytes Th1 et T CD8+. La meilleure cible 
est l’enzyme CD39 puisque c’est elle qui transforme l’ATP ou APD extracellulaire en AMP et cette 
réaction est indispensable à l’obtention d’adénosine via l’enzyme CD73. Par ailleurs, les 
ectonucléotidases sont exprimées par d’autres cellules immunosuppressives telles que les 
lymphocytes T régulateurs ou les cellules myéloïdes (Ghiringhelli et al., 2012), ainsi le blocage de ces 
enzymes permettrait d’inhiber l’immunosuppression établie par le biais de CD39 et CD73 au sein de 
la tumeur. Un anticorps anti-CD39, le BY40, est actuellement en cours de développement préclinique 
pour diminuer l’immunosuppression présente au site tumoral laissant présager l’arrivée de cette 
nouvelle possibilité thérapeutique.  
Inhiber les fonctions immunorégulatrices dépendantes des ectonucléotidases des 
lymphocytes Th17 constitue une cible potentielle mais les Th17 sont également une cible 
thérapeutique de choix. Limiter la polarisation Th17 permettrait ainsi d’inhiber entièrement les 
mécanismes d’immunosuppression établis par cette population lymphocytaire in situ. C’est avec cet 
objectif thérapeutique que nous avons étudié l’activation de l’histone désacétylase SIRT1 par des 
agents pharmacologiques sur la différenciation Th17. Nous avons ainsi mis en évidence que 
l’activation de SIRT1 inhibe spécifiquement la différenciation Th17 in vitro à la fois chez la souris et 
chez l’Homme (diminution de la sécrétion d’IL-17A et diminution de l’expression de RORγt). L’effet 
biologique observé est dépendant de SIRT1 en utilisant un inhibiteur spécifique, l’EX-527, ou en 
utilisant des souris déficientes pour SIRT1 uniquement au sein des lymphocytes T CD4+. Les données 
obtenues à partir des analyses ex vivo sur des prélèvements sanguins de donneurs sains, nous ont 
alors poussés à explorer l’effet d’une prise de metformine sur les lymphocytes Th17 chez des 
patients atteints d’un cancer avancé, nous permettant ainsi de constater une diminution du nombre 
de cellules IL-17A+ parmi les cellules CD4+ RORγt+ qui indique une perte de fonctionnalité biologique 
des Th17 chez ces patients. Bien que la metformine ne soit pas une molécule anti-cancéreuse à 
proprement parlé, elle montre néanmoins une capacité à retarder les phénomènes de 
cancérogenèse digestive chez les patients diabétiques, et nos travaux montrent de nouveaux effets 
immunologiques de cette molécule. Ceci ouvre donc la possibilité d’associer la metformine aux 
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agents anti-cancéreux utilisés pour le traitement des cancers dans lesquels les lymphocytes Th17 ont 
un rôle pronostique péjoratif. 
Enfin, limiter les actions pro-tumorales des populations lymphocytaires immunosuppressives 
pourrait être remplacé voire combiné avec des stratégies permettant l’augmentation des propriétés 
effectrices des cellules anti-tumorales. La mise en évidence chez la souris des importantes fonctions 
anti-tumorales des lymphocytes Th9 nous a donc poussés à étudier cette population lymphocytaire 
chez l’Homme (Vegran et al., 2014). Nous avons mis en évidence que l’IFNα augmente la sécrétion 
d’IL-9 par les cellules Th9 comme cela a déjà été montré par l’équipe de P.J. Utz (Wong et al., 2010). 
Cette cytokine induit également la sécrétion d’IL-21 via l’activation d’IRF1 dans ces cellules, cytokine 
qui possède une grande capacité à induire une réponse cytotoxique et qui soutient la maturation des 
cellules B (Zeng et al., 2007). Il serait donc intéressant d’analyser si le phénotype Th9 induit en 
présence d’IFNα joue un rôle pronostique plus important que les lymphocytes Th9 dans les cancers 
du sein. L’IFNα est une cytokine sécrétée par des cellules de l’immunité innée telles que les cellules 
dendritiques et il parait important d’étudier l’impact de cette cytokine sur des Th9 infiltrant des 
tumeurs mammaires. Il est envisageable que les lymphocytes Th9 migrent au site tumoral et qu’au 
contact de l’IFNα relargué dans le microenvironnement tumoral acquièrent des propriétés effectrices 
plus importantes. Ces hypothèses pourraient donc laisser penser que via l’injection d’IFNα au niveau 
tumoral, les capacités anti-tumorales des lymphocytes Th9 présents in situ pourraient être 
décuplées. Ceci pourrait laisser entrevoir une stratégie thérapeutique visant à stimuler une réponse 
immunitaire anti-cancéreuse directement en intra-tumoral. 
 
Nos travaux apportent donc des arguments supplémentaires, et de nouvelles pierres à 
l’édifice du décryptage de la réponse immunitaire anti-tumorale dans les cancers du sein à travers les 
sous-populations Th17 et Th9. Les résultats exposés dans ce travail ouvrent des perspectives 
potentielles de ciblage thérapeutique, et d’associations thérapeutiques à visée immunomodulatrice, 
différentes (mais peut être complémentaires !!) des immunothérapies actuelles ciblant les 
checkpoints de la réponse immunitaire. Enfin, ils identifient parmi les TILs de nouvelles sous-
populations ayant potentiellement un intérêt pour la stratification pronostique des patientes 
atteintes d’un cancer du sein. 
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ANNEXE 1  
« Accumulation of MDSC and Th17 Cells in Patients with Metastatic Colorectal Cancer Predicts the 
Efficacy of a FOLFOX-Bevacizumab Drug Treatment Regimen » 
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Accumulation of MDSC and Th17 Cells in Patients
with Metastatic Colorectal Cancer Predicts the
Efficacy of a FOLFOX–Bevacizumab Drug
Treatment Regimen
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Abstract
Host immunity controls the development of colorectal can-
cer, and chemotherapy used to treat colorectal cancer is likely to
recruit the host immune system at some level. Athough pre-
clinical studies have argued that colorectal cancer drugs, such as
5-fluorouracil (5-FU) and oxaliplatin, exert such effects, their
combination as employed in the oncology clinic has not been
evaluated. Here, we report the results of prospective immuno-
monitoring of 25 metastatic colorectal cancer (mCRC) patients
treated with a first-line combination regimen of 5-FU, oxali-
platin, and bevacizumab (FOLFOX–bevacizumab), as com-
pared with 20 healthy volunteers. Before this therapy was
initiated, T regulatory cells (Treg), Th17, and granulocytic
myeloid-derived suppressor cells (gMDSC) were increased sig-
nificantly in mCRC, but only a high level of gMDSC was
associated with a poor prognosis. Chemotherapy modulated
the Treg/Th17 balance by decreasing Treg and increasing Th17
cell frequency by 15 days after the start of treatment. Increased
Th17 frequency was associated with a poor prognosis. FOL-
FOX–bevacizumab treatment elicited a decrease in gMDSC in
15 of 25 patients and was associated with a better survival
outcome. Notably, the gMDSCs that expressed high levels of
PD-L1, CD39, and CD73 exerted a robust immunosuppressive
activity, relative to other myeloid cells present in blood, which
could be reversed by blocking the CD39/CD73 and PD-1/PD-L1
axes. Our work underscores the critical prognostic impact of early
modifications in Th17 and gMDSC frequency in mCRC. Further-
more, it provides a clinical rationale to combine FOLFOX–bev-
acizumab chemotherapywith inhibitors of ATP ectonucleotidases
and/or anti-PD-1/PD-L1 antibodies to more effectively treat this
disease. Cancer Res; 76(18); 5241–52. 2016 AACR.
Introduction
Colorectal cancer is the fourth most commonly diagnosed
cancer worldwide and is a major cause of cancer-related deaths.
Numerous studies have demonstrated a link between chronic
inflammation andmany cancers, including colorectal cancer. For
example, inflammatory bowel disease is associatedwith increased
incidence of colorectal cancer (1). Colorectal cancer is controlled
by the immune system: Accumulating evidence shows that T-cell
infiltration of primary tumors is associated with better prognosis
(2, 3). Similar findings were also observed in patients with
metastatic colorectal cancer (mCRC; ref. 4). In particular, infil-
tration with memory CD8 T cells, follicular helper T cells, or
regulatory T cells (Treg) is associated with better tumor prognosis
in colorectal cancer (5–7). However, infiltration with Th17 cells is
associated with poor prognosis (8) due to the secretion of proin-
flammatory cytokines like IL17A, which can promote angiogen-
esis or other protumor effects (9).
Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) are a heterogeneous
population composed ofmyeloid cells blocked at several stages of
differentiation. These cells were observed to accumulate in the
blood, lymph nodes, bone marrow, and tumor sites of tumor-
bearing patients and in experimental animal models of cancer
(10, 11). These cells are characterized by their ability to inhibit
both innate and adaptive immune responses, thus having a
negative effect on antitumor immunity (12). In humans, MDSCs
are not well characterized, partially because no unified markers
are currently available for these cells. However, these cells typi-
cally express the common myeloid markers, CD33 and CD11b,
but lackmarkers ofmaturemyeloid cells, such asHLA-DR.Among
humanMDSCs, themonocytic subset comprisesCD14þ cells, and
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the granulocytic subset comprises CD15þ cells (13, 14). We
previously reported that 5-fluorouracil (5-FU) could induce
MDSC depletion in mouse models of cancer (15) but enhance
Th17 cell accumulation (15, 16).
Currently, mCRC patients are frequently treated in front line
with a combination of chemotherapies, which associates 5-FU
with either oxaliplatin (FOLFOX) or irinotecan (FOLFIRI). In
addition to the chemotherapeutic regimens, patients are often
treated with biotherapies, such as antiangiogenic agents like the
anti-VEGF mAb bevacizumab or anti-EGFR mAb. The effect of
such combination chemotherapies on peripheral immune
responses is currently poorly explored. In addition, the prognostic
value of initial immune parameters and their putative alteration
by chemotherapy is also unknown.
In this work, we have first compared blood repartition of
memory T-helper cells and MDSC [granulocytic MDSC (gMDSC)
and monocytiic MDSC (mMDSC)] subsets in 20 healthy volun-
teers versus 25 consecutive mCRCs treated with FOLFOX plus
bevacizumab combination as first line and tested the association
of immune parameters with patients' outcome.
Patients and Methods
Patients and healthy donors
Between January 2014 and October 2014, we collected whole
blood from healthy volunteers (n ¼ 20) and mCRC patients
(n ¼ 25) at the Centre Georges François Leclerc (Dijon, France).
mCRC patients were diagnosed in our cancer center and were
proposed to be treated with FOLFOX plus bevacizumab as a
first-line regimen. FOLFOX regimen was given every 14 days
as follows: oxaliplatin (85 mg/m2 over 2 hours), leucovorin
(400 mg/m2 over 2 hours), and 5-FU (400 mg/m2 bolus, then
2,400 mg/m2 over 46 hours). Bevacizumab was given at a dose
of 5 mg/kg once every 2 weeks.
After 12 cycles or sooner in case of toxicity, responder patients
received a maintenance treatment with bevacizumab, leucovorin
(400 mg/m2 over 2 hours), and 5-FU (400 mg/m2 bolus, then
2,400mg/m2 over 46 hours every 2weeks). All patientsmust have
received at least four cycles of chemotherapy to be evaluable.
Tumor response was prospectively assessed every four cycles
according to RECIST criteria by CT scan (17). Treatment was
repeated until the occurrence of disease progression or unaccept-
able toxicity, whichever occurred first.
Validation set
We added another study of immunomonitoring performed on
20patients treated inCentreGeorges François Leclerc formCRC in
second or third line by 5-FU–based chemotherapy plus bevaci-
zumab combination.
All patients gave informed consent approved by the local
Ethics Committee. The collection of blood sample is authorized
by the French authorization (nr. AC2014-2460). No additional
blood samples beyond those required for routine testing were
taken. Whole blood of mCRC patients was sampled before
(D0) and after chemotherapy (D15, D30, and D60) on EDTA-
K2 tubes (BD Biosciences) for complete blood count, which
was performed in our Clinical Biology Unit (Centre George
François Leclerc) and on heparinized tube for leucocyte phe-
notyping. All analyses were performed following the first 6
hours after sampling. Review of pathology reports confirmed
the diagnosis. Information regarding clinical, pathologic, and
biological characters of patients and healthy volunteers is
presented in Supplementary Table S1.
Flow cytometry
Antibodies and cytometry procedure. Anti-CXCR3-PE-Vio700
(REA232), anti-CCR6-PE (REA190), anti-CD25-APC (4E3),
anti-CD45RA-APV-Vio770 (T6D11), anti-CD4-VioGreen (VIT4),
anti-CD8-VioGreen (BW135/80), anti-CD33-APC-Vio770
(AC104.3E3), anti-HLA-DR-Vioblue (AC122), anti-CD15-Vio-
Green (VIMC6), anti-CD14-PerCP-Vio700 (TUK4), anti-CD3-
FITC (BW264/56), anti-CD56-FITC (REA136), anti-CD19-FITC
(LT19), anti-CD20-FITC (LT20), anti-TNF-a–PE (REA656), and
anti-Foxp3-PE (3G3) were purchased from Miltenyi Biotec. Anti-
CCR4-BV450 (1G1), anti-PD-L1-APC (MIH1), anti-Ki-67-
eFluor450 (20Raj1), and anti-PD-1-PerCP-eFluor710 (J105)were
purchased from BD Biosciences and eBioscience, respectively.
Anti-CD4-Alexa Fluor 700 (RPA-T4), anti-CD39-PE (A1), anti-
CD73-Brillant Violet 421 (AD2), and anti-IL17A-Pacific Blue
(BL168) were purchased from BioLegend. All events were
acquired by a BD LSR-II cytometer equipped with BD FACSDiva
software (BD Biosciences), and data were analyzed using FlowJo
software (Tree Star).
Leucocyte population identification and numeration. For leucocytes
identification by flow cytometry, whole blood removed to hep-
arinized tube (100 mL) was stained with different antibody
cocktail for 45 minutes at room temperature. For MDSC identi-
fication, we used lineage cocktail (CD3, 56, 19, and 20), CD33,
CD15, CD14, and HLA-DR antibody. For Treg analysis, we used
CD4, CD45RA, CD25, and Foxp3 antibodies, and for other T-
helper subsets, we usedCD4, CD45RA,CD25, CCR6, CXCR3, and
CCR4 antibodies. The gating strategy is described in Supplemen-
tary Fig. S1 and S2. After surface staining, 2 mL of red blood cells
lysis solution (BD Biosciences) was added for 10 minutes, cen-
trifuged (400  g, 5 minutes), and then resuspended in flow
cytometry buffer (eBioscience). Foxp3 staining was carried out
according to the manufacturer's protocol using the fixation/per-
meabilization solution (eBioscience).
Suppression assays
To test MDSC subset suppressive activity, total CD3þ lympho-
cytes and MDSC subsets were sorted from mCRC patient blood
(around 15 mL). For gMDSC and granulocytes isolation (around
7.5 mL of blood), we used Whole Blood CD15 MicroBeads and
column following the manufacturer's instructions (Miltenyi Bio-
tec). For mMDSC and monocytes isolation (around 7.5 mL of
blood), we performed peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) isolation on lymphocyte separation medium (Eurobio).
CD15þ cells and PBMCs were then stained with anti-CD33-APC-
Vio770 (AC104.3E3), anti-HLA-DR-Vioblue (AC122), anti-
CD15-VioGreen (VIMC6), anti-CD14-PerCP-Vio700 (TUK4),
and anti-CD3-FITC (BW264/56) in flow cytometry buffer
(eBioscience) for 30 minutes. Myeloid subsets (gMDSC,
mMDSC, monocytes, and granulocytes) and total T cells were
cell sorted on ARIA-III (BD Biosciences). CD3þ cells were acti-
vated with 2 mg/mL anti-CD3 (Bio X Cell) and anti-CD28 (Bio
X Cell) as effector cells and cocultured with or without gMDSC,
mMDSC, granulocytes, or monocytes (T-cell/myeloid cell ratios
are 10:1 or 25:1) for one week in culture medium (AIM V
Medium, Fisher Scientific) in the presence of 2 mmol/L of ATP
(Sigma). In some experiments, the CD39-neutralizing antibody
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(OREGA Biotech, clone BY40, 10 mg/mL) and/or anti-PD-1 anti-
body (Nivolumab, 2 mg/mL) were added. In some experiments,
TNFa and Ki67 expression was assessed in CD3þ T cells by flow
cytometry after 24hours of coculturewithorwithoutMDSCs. This
was performed in the presence of anti-CD3 (2 mg/mL, Bio X Cell)
and anti-CD28 (2 mg/mL, Bio X Cell). Mouse IgG1 (11711, R&D
Systems) and human IgG4 (ET904, eBioscience) antibodies were
respectively used as a control for anti-CD39 and anti-PD-1 anti-
body efficacy.
Measurement of cytokines
After 5 days of culture, cell culture supernatants were assessed
by ELISA for human TNFa (Biolegend) according to the manu-
facturer's protocol.
For intracellular cytokine staining, cells were stimulated for
4 hours at 37C in culture medium containing PMA (50 ng/mL;
Sigma-Aldrich), ionomycin (1 mg/mL; Sigma-Aldrich), and mon-
ensin (GolgiStop; 1 mL/mL; BD Biosciences). After staining for
surface markers [anti-CD3-FITC (BW264/56)], cells were fixed
and permeabilized according to the manufacturer's instructions
(Fixation/Permeabilization Kit; eBiosciences), then stained for
intracellular products. Antibodies used for intracellular staining
were as follows: phycoerythrin (PE)-conjugated anti-TNFa or
eFluor 450–conjugated anti-Ki67.
qRT-PCR
Total RNA from T cells was extracted with TRI Reagent
(Ambion), reverse transcribed usingM-MLVReverse Transcriptase
(Invitrogen), and was analyzed by qRT-PCR with the SYBR Green
method according to the manufacturer's instructions using the
7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems). Expres-
sion was normalized to the expression of human ACTB. Primers
designed to assess gene expression are as reported in Supplemen-
tary Table S2.
Statistical analyses
For the analysis of data, comparison of continuous data was
achieved by the Mann–Whitney U test or Wilcoxon Test and
comparison of categorical data by Fisher exact test, as appro-
priate. All P values are two tailed. P < 0.05 was considered
significant. Data are represented as mean  SEM. All patients
were followed up until death or the end of data recording (May
30, 2015). Progression-free survival (PFS) was calculated from
the date when therapy started to the date of disease progression,
and overall survival was calculated from the date when therapy
started to the date of death. Median follow-up with its 95%
confidence interval (CI) was calculated using the reverse
Kaplan–Meier method. Survival probabilities were estimated
using the Kaplan–Meier method, and survival curves were
compared using the log-rank test. Analyses were performed
using MedCalc Software.
Determination of the required number of patients
We proposed to separate patients using median as a cutoff to
have comparable number of patients in the twogroups. The rate of
PFS under FOLFOX–bevacizumab is about 60%at 6months (18).
We decided to only foster on clinically relevant biomarker that
could separate a group of patients with 6months PFS rate of 40%
versus 80%.With a risk a of 5% and a power of 80%, we needed a
minimum of 11 patients per group to detect a difference. For this
reason, we decided to include 25 patients.
Results
Accumulation of Treg and Th17 and Th1 depletion in mCRC
patients
We first analyzed the frequency of circulating immune cell
populations from mCRC patients at baseline compared with
healthy individuals. The clinical characteristics and blood para-
meters of patients and healthy volunteers are summarized in
Supplementary Table S1 and Supplementary Fig. S3. To assess
the frequency ofmemory T-cell subpopulations, we relied on their
chemokine receptor expression using a gating strategy adapted
fromMahnke and colleagues (19). The transcription factor Foxp3
occurredwith a concomitant high expression of CD25, while Th1,
Th2, Th17, and Th17/Th1 cells were analyzed on the basis of their
expressions of CCR6, CXCR3, andCCR4 (Supplementary Fig. S1).
To validate our gating strategy, we analyzed IFNg and IL17A
cytokine expressions in memory T-CD4 cells regarding chemo-
kine receptor expression (Supplementary Fig. S4). The frequency
of memory Th2 cells was comparable between healthy volunteers
and mCRC patients while there was a small decrease in memory
Th1 (P ¼ 0.035) in mCRC (Fig. 1A). In contrast, we observed a
significant increase in the number of Treg (P < 0.0001) and Th17
cells (P ¼ 0.019) while inflammatory Th17 cells expressing the
CXCR3 marker, and called Th17/Th1 in the article, did not
accumulate in mCRC patients (P ¼ 0.071) (Fig. 1A). We then
studied the prognostic role of accumulation of Treg or Th17 cells.
We separated patients into two groups using median as a cutoff,
andwedidnot observe any associationbetweenTreg (P¼0.68)or
Th17 (P ¼ 0.42) accumulation and PFS during first-line chemo-
therapy and overall survival (Fig. 1B and C and not shown). Th1,
Th2, and inflammatory Th17 cells were also not associated with
prognosis (not shown). Together, these data show alterations in
the frequency of memory T-helper populations inmCRC patients
compared with healthy donors. However, these changes do not
seem to affect tumor prognosis.
Effect of FOLFOX–bevacizumab regimen on subsets ofmemory
CD4 T cells
Chemotherapy using 5-FU was shown to affect both MDSC
levels andT-cell polarization (15, 16).Oxaliplatinwas also shown
to improve antitumor T-cell functions via a mechanism called
immunogenic cell death (20). We observed that one cycle of
chemotherapy did not significantly alter the number of circulating
lymphocytes (Supplementary Fig. S5). T-helper frequencies (Th1,
Th2, Treg, Th1/Th17, and Th17)weremonitored at days 0, 15, 30,
and 60 after chemotherapy. In the 25 mCRC patients, we did not
observe any change in the frequency of Th1, Th2, and Th17/Th1.
For Treg and Th17 cells, we observed only a respective decrease
(P¼ 0.013) and increase (P¼ 0.047) frequency at day 15 that did
not persist during follow-up (Fig. 2A). As a control, we could not
detect significant modification of Treg and Th17 frequencies in
untreated patients (data not shown). Importantly, when we
focused on the impact of modifications of memory CD4 T-helper
cell frequency on PFS,we observed a subset of patients whose Treg
number is decreased 15 days after the first cycle of chemotherapy.
Thismodulation ismaintained during thewhole follow-up (D30,
P ¼ 0.021; D60, P ¼ 0.013). Nevertheless, Treg frequency mod-
ulation at day 15 was not associated with PFS (P ¼ 0.42; Fig. 2B
and C). Concerning Th17 cells' frequency modulation, we also
observed a subset of patients whose Th17 percentage increased
15 days after the first cycle of chemotherapy. This increase is only
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transitory. However, this increase in Th17 cell frequency at day 15
was associated with a poor PFS (P¼ 0.048; Fig. 2D and E). In the
group of patients with increased Th17 frequency, we observed
46% of partial response after 3 months of treatment, while all
patients presented a partial response upon RECIST criteria in the
group of patients with a decrease of Th17 cell frequency (P¼ 0.03,
Fisher exact test). We could observe similar prognostic role of
Th17 frequency decrease after a cycle of 5-FU–based chemother-
apy plus bevacizumab in a series of 20metastatic colorectal cancer
patients treated by this protocol in second or third line [median
PFS of 7 months vs. 4 months for patients with decreased vs.
increased Th17 frequency (P¼ 0.04; data not shown)]. Together,
these results show that after the first cycle of chemotherapy, Treg
frequency decreased to a normal level while Th17 frequency
increased in some patients. Increased Th17 level is associated
with poor prognosis and resistance to therapy.
Accumulation of MDSCs in mCRC patients
We also investigated the frequency of MDSCs using the Lin
CD33highHLA-DR cell labeling.UsingCD14andCD15 labeling,
we separated the two types of MDSCs: gMDSCs, which express
CD15 and CD14marker; and mMDSCs, which express the CD14
marker only (Supplementary Fig. S2). To validate our gating
strategy, we cell sorted from mCRC whole-blood CD15þ cells
using magnetic beads. These cells were then separated cells upon
CD33 labeling and we observed that only CD15þ CD33high
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Figure 1.
Treg, Th17 accumulation, and Th1 depletion in mCRC patients. A, whole blood of healthy volunteers or mCRC patients was stained with anti-CD4, anti-CD45RA,
anti-CCR6, anti-CXCR3, anti-CCR4, anti-CD25, and anti-Foxp3 antibodies and analyzed by flow cytometry. The frequency of memory CD4 (CD45RA CD4þ),
Th1 (CCR6 CXCR3þ), Th2 (CCR6 CXCR3 CCR4þ), Th17 (CCR6þ CXCR3), Th17/Th1 (CCR6þ CXCR3þ), and Treg (CD25high Foxp3þ) cells is depicted. The
data presented constitute the analyses performed on 20 healthy volunteers and 25 mCRC patients. B, Kaplan–Meier curve of PFS for patients with mCRC
according to the presence of a high or low level of Th17 cells in blood (using median frequency as a cutoff). C, Kaplan–Meier curve of PFS for patients with
mCRC according to the presence of a high or low level of Treg cells in blood (using median frequency as a cutoff).
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cells exerted immunosuppressive function and could be called
gMDSCs, while CD15þ CD33low cells did not exert suppressive
function and couldbe called granulocytes (Fig. 3A–C). ForCD14þ
cells isolated from PBMC, all cells expressed CD33 labeling but
only cells with HLA-DRlow expression had immunosuppressive
function and could be called mMDSCs (Fig. 3A–C). In addition,
only CD15þ CD33high gMDSCs but not CD15þ CD33low gran-
ulocytes expressed CD124 (IL4Ra), a classical marker of MDSC
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Figure 2.
Effect of FOLFOX–bevacizumab regimen on memory CD4 T-cell subsets. A, whole blood of mCRC patients was stained with anti-CD4, anti-CD45RA, anti-CCR6,
anti-CXCR3, anti-CCR4, anti-CD25, and anti-Foxp3 antibodies and was analyzed by flow cytometry before (D0) and after (D15, D30, and D60) first-line
chemotherapy. Memory CD4 T-cell frequency is depicted as described in Fig. 1. The data presented constitute the analyses performed on 25 mCRC patients.
B, evolution (D0, D15, D30, and D60) of Treg cell frequency in the blood of a patient with an induction or a decrease of Treg after chemotherapy (D0 vs. D15).
C, Kaplan–Meier curve of PFS for patients with mCRC according to the evolution (increase vs. decrease) of Treg cell frequency in blood before (D0) and
after (D15) chemotherapy. D, evolution (D0, D15, D30, and D60) of Th17 cell frequency in the blood of a patient with an induction or a decrease of Th17 after
chemotherapy (D0 vs. D15). E, Kaplan–Meier curve of PFS for patients with mCRC according to the evolution (increase vs. decrease) of Th17 cell frequency in
blood before (D0) and after (D15) chemotherapy. n.s., not significant.
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(Supplementary Fig. S2D). The proportion and absolute number
of total MDSCs in peripheral blood from untreated mCRC
patients was significantly increased comparedwith the proportion
found in healthy donors (P ¼ 0.0027; Fig. 3D). We also observed
that both the frequency (Fig. 3D) and the absolute number (Fig.
3E) of gMDSC (P¼ 0.0013 and P < 0.001), but not mMDSC (P¼
0.15 and P ¼ 0.485), significantly accumulate in the blood of
mCRC patients compared with healthy donors. We then studied
the prognostic role of MDSCs. As described above, we separated
patients into two groups using median MDSC frequency as a
cutoff. We observed that high levels of gMDSC at baseline are
significantly associated with poor PFS [7 months vs. median not
reached (NR), P ¼ 0.04] and overall survival (12 months vs. 23
months, P ¼ 0.04; data not shown), while mMDSC level is not
associated with prognosis (Fig. 3F and G). We also confirmed that
decrease in the frequency of gMDSC is significantly associated
with longer median PFS after a cycle of 5-FU–based chemother-
apy plus bevacizumab in a series of 20 colorectal patients treated
by this protocol in second or third line [median PFS 6 months vs.
4 months for patients with decreased vs. increased gMDSC
frequency (P ¼ 0.05; data not shown)]. Together, these data
show that mCRC patients have high levels of MDSCs, and initial
high levels of gMDSCs are associated with poor prognosis.
Effect of FOLFOX–bevacizumab regimen on MDSC frequency
We previously observed that 5-FU induced MDSC cell death
in humans, so we tested the effect of the first cycle of FOLFOX–
bevacizumab chemotherapy on the frequency of MDSCs. We
tested the evolution of MDSC frequency during the first 2
months of treatment. We observed that FOLFOX–bevacizumab
chemotherapy did not impact on total MDSC or mMDSC
frequency. In contrast, we observed a significant decrease in
the number of gMDSCs 2 months after the beginning of the
treatment (P¼ 0.008; Fig. 4A). As a control, we could not detect
significant modification of MDSC frequency in untreated
patients (data not shown). However, when we studied gMDSC,
we found that 15 of 25 patients have a decreased frequency of
gMDSC after the first cycle of chemotherapy compared with
baseline (Fig. 4B). Analysis of gMDSC frequency at days 30 and
60 after initiation of the treatment confirmed that decreased
frequency of gMDSC is maintained during the whole follow-
up. For the other 10 patients, we did not observe a decrease in
gMDSC frequency. Importantly, we observed that decrease in
the gMDSC frequency is significantly associated with better
prognosis and longer PFS (P ¼ 0.006; Fig. 4C). In contrast for
mMDSC, we observed that patients with a decreased frequency
of mMDSC at day 15 did not maintain this evolution during
the whole follow-up (D30, P ¼ 0.57; D60, P ¼ 0.99). Patients
with an increased frequency of mMDSC at day 15 maintained
this evolution during the whole follow-up (D30, P ¼ 0.0013;
D60, P ¼ 0.006; Fig. 4D). The increase of mMDSC frequency
did not change PFS (P ¼ 0.09; Fig. 4E). We also confirmed that
decrease in the frequency of gMDSC is significantly associated
with longer median PFS after a cycle of 5-FU–based chemo-
therapy plus bevacizumab in a series of 20 metastatic colo-
rectal cancer patients treated by this protocol in second or third
line [median PFS 6 months vs. 4 months for patients with
decreased vs. increased gMDSC frequency (P ¼ 0.05; data not
shown)]. Together, these data show that FOLFOX–bevacizu-
mab induces a decrease of gMDSC, and this decrease is asso-
ciated with better PFS.
MDSCs in mCRC patients express high levels of CD73, CD39,
and PD-L1
Previous reports suggested that MDSCs in human cancers could
suppress immunity using PD-L1 and CD39 (14, 21). PD-L1 inter-
acts with PD-1, which is located on the surface membrane of
effectormemoryT cells, and transmits an inhibitory signal reducing
the proliferation and activity of these cells. CD39 is an ectonucleo-
tidase that converts extracellular ATP or ADP into AMP. CD39
works together with CD73, another ectonucleotidase that converts
AMP into adenosine, which is the final immunosuppressive mol-
ecule (22). Thus, both enzymes are required to convert ATP into the
immunosuppressive molecule adenosine. We first tested the
expression of PD-L1, CD73, and CD39 in the peripheral different
myeloid cells (gMDSC and mMDSC, granulocytes, and mono-
cytes) of mCRC patients and healthy volunteers. We observed that
gMDSC is themyeloid population that expressed the highest levels
of PD-L1, CD73, and CD39 (Fig. 5A–C). Interestingly, a higher
expression of PD-L1, CD39, and CD73 is observed in gMDSCs of
mCRC patients compared with healthy volunteers, thus suggesting
a more important immunosuppressive activity in mCRC patients
(Fig. 5A–C). We also confirmed that gMDSC of mCRC patients
expressed more Pdl1, Entpd1, and Nt5e (coding for CD39 and
CD73, respectively)mRNA thanmMDSC(Supplementary Fig. S6).
To exert its immunosuppressive effect, PD-L1 must encounter
PD-1 on a T cell. We checked the level of expression of PD-1 in
CD4 and CD8 T-cell subsets of mCRC patients and observed a
high expression of PD-1 on memory CD8 T cells in both healthy
volunteers andmCRCpatients. In CD4 T cells, PD-1 is only found
on Th1 cells and a higher level is found in mCRC patients
compared with healthy volunteers (Fig. 5D–F).
Then, we tested the expression of CD39 and CD73 in effector
CD4 and CD8 T-cell subsets and observed that while CD8 and
CD4 T cells expressed reduced level of CD73 in mCRC patients, a
similar level of CD39 was observed in mCRC patients compared
with healthy volunteers (Fig. 5D–F).
Together, these data demonstrate that in mCRC patients,
gMDSC expressed high levels of PD-L1, CD73, and CD39, while
Th1 and CD8 memory cells expressed PD-1, thus suggesting that
gMDSC could blunt T-cell response using both ectonucleotidases
and PD-L1.
gMDSC blunts T-cell function in a PD-L1– and
ectonucleotidase-dependent manner
To test the immunosuppressive function ofMDSC frommCRC
patients, we sorted CD3þ T cells and gMDSC andmMDSC from 5
mCRC patients. In an autologous model, we stimulated T cells
withCD3plus CD28mAb and added in the culture either gMDSC
ormMDSC in the presence of ATPmolecule. As a control, we used
granulocytes in this experiment. We observed that both gMDSC
and mMDSC subsets have an immunosuppressive effect on T
cells, demonstrated by reduced TNFa and Ki67 proliferation
marker expression, however, gMDSC exert a more important
immunosuppressive effect (Fig. 6A and B). Similar results were
obtained using TNFa ELISA assay (Fig. 6C). Importantly, the
addition of nivolumab, a clinically available anti PD-1 mAb,
and/or the antagonistic anti-CD39mAb BY40 blunted the immu-
nosuppressive effect of gMDSC on CD3þ T cells, while it did not
affect the immunosuppressive effect of mMDSC (Fig. 6A–C).
Together, these data show that gMDSCs that accumulate in
mCRC patients have a high immunosuppressive function that
could be targeted with anti-PD-1 or anti-CD39 antibodies.
MDSC and Th17 in FOLFOX–Bevacizumab–Treated mCRC Patients
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Figure 4.
Effect of FOLFOX–bevacizumab regimen on MDSCs. A, whole blood of mCRC patients was stained with anti-CD33, anti-Lin (i.e., anti-CD3, -CD19, -CD20, -CD56),
anti-HLA-DR, anti-CD14, and anti-CD15 antibodies and was analyzed by flow cytometry before (D0) and after (D15, D30, and D60) first-line chemotherapy.
The frequency of total, gMDSC or mMDSC is depicted as described in Fig. 3D and E. The data presented constitute the analysis performed on 25 mCRC patients.
B, evolution (D0, D15, D30, and D60) of gMDSC cell frequency in the blood of a patient with an induction or a decrease of gMDSC after chemotherapy (D0 vs. D15).
C, Kaplan–Meier curve of PFS for patients with mCRC according to the evolution (increase vs. decrease) of gMDSC cells in blood before (D0) and after (D15)
chemotherapy. D, evolution (D0, D15, D30, and D60) of mMDSC cell frequency in the blood of a patient with an induction or a decrease of mMDSC after
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Discussion
Previous reports have shown that a high number of MDSC is
associated with a poor prognosis in different solid cancers and in
hematologic malignancies like chronic lymphocytic leukemia or
myeloma (23–25). However, the prognostic role of MDSCs has
not been yet addressed in mCRC. We observed here that accu-
mulation of gMDSC inmCRC is associated with a poor outcome.
However, due to the low number of patients, further studies are
required to confirm this observation and determine whether
Isotype 
CD4+ CD45RA+ 
CD4+  CD45RA CXCR3- + 
Isotype 
CD8+ CD45RA+ 
CD8+  CD45RA- 
CD73 CD39PD -1 
P
D
-1
(%
)
CD45RA+ CD45RA–
CXCR3+
CD45RA+ CD45RA– CD45RA+ CD45RA–
CXCR3+
CD45RA+ CD45RA– CD45RA+ CD45RA–
CXCR3+
CD45RA+ CD45RA–
0
10
20
30
40
50
n.s
** n.s
n.s
CD8CD4
C
D
7
3
(%
)
0
20
40
60
80
100
* *** ***
***
CD8CD4
C
D
3
9
(%
)
0
20
40
60
n.s
n.s n.sn.s
CD8CD4
D E F
HV mCRC HV mCRC HV mCRC
Isotype 
Monocytes 
Granulocytes 
mMDSC 
gMDSC 
CD73 CD39PD -L1
B CA
Healthy volunteers 
mCRC 
P
D
-L
1
 (
M
F
I)
gM
D
SC
m
M
D
SC
G
ra
nu
lo
cy
te
s
M
on
oc
yt
es
0
2,000
4,000
6,000
8,000
10,000
*
n.s
n.s n.s
PD-L1
C
D
3
9
 (
M
F
I)
gM
D
SC
m
M
D
SC
G
ra
nu
lo
cy
te
s
M
on
oc
yt
es
0
2,000
4,000
6,000
8,000
10,000 **
*
CD39
n.s
n.s
C
D
7
3
 (
M
F
I)
gM
D
SC
m
M
D
SC
G
ra
nu
lo
cy
te
s
M
on
oc
yt
es
0
1,000
2,000
3,000
*
CD73
n.s n.s n.s
Healthy volunteers 
mCRC 
HV mCRC HV mCRC HV mCRC
Figure 5.
MDSCs in mCRC patients express high levels of CD73, CD39, and PD-L1. A–C, expressions of PD-L1 (A), CD73 (B), and CD39 (C) on gMDSC, mMDSC, granulocytes,
and monocytes are depicted. Top, representative histogram; bottom, individual data for healthy volunteers (HV; n ¼ 6; gray circle) and mCRC (n ¼ 14, blue
circle). MFI, mean fluorescence intensity. D–F, expressions of PD-1 (D), CD73 (E), and CD39 (F) on na€ve CD4 T cells, memory CXCR3þ CD4 T cells, na€ve
CD8 T cells, and memory CD8 T cells are depicted. Top, representative histogram; bottom, individual data for healthy volunteers (n ¼ 6, gray circle) and mCRC
(n ¼ 14, blue circle).  , P < 0.05;  , P < 0.01;  , P < 0.001 (Mann-Whitney test). n.s., not significant.
MDSC and Th17 in FOLFOX–Bevacizumab–Treated mCRC Patients
www.aacrjournals.org Cancer Res; 76(18) September 15, 2016 5249
215
gMDSC accumulation is an independent prognostic factor in
mCRC.
We observed that mMDSCs are the most frequent MDSC
population in patient blood. Such data contrast with previous
reports on MDSC in colorectal cancer, in which the authors did
not observe expression of CD15 or CD14 on MDSC or only
detected CD15þ gMDSC (14, 21). Definition of human MDSC
phenotype is still controversial. Although CD14þ Lin HLA-
DR cells were commonly admitted to be mMDSC, the defin-
itive of gMDSC is not consensual. Most reports define gMDSCs
as low-density granulocytes copurified with PBMC during Ficoll
gradient. Here, we observed that blood CD15þ CD33high Lin
HLA-DR cells are immunosuppressive cells and could be
called MDSC, while CD15þ CD33low Lin HLA-DR cells are
not immunosuppressive and are granulocytes. Moreover, we
could compare the functions of both gMDSC and mMDSC.
We observed that gMDSC have a higher immunosuppressive
function than mMDSC on a per cell basis. Previous data
suggested that MDSC from mCRC patients have a more impor-
tant immunosuppressive function compared with MDSC from
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healthy donors, but the comparison of the function of gMDSC
and mMDSC was not addressed (21). We found that gMDSCs
have higher levels of PD-L1, CD39, and CD73 expression and
exerted a stronger immunosuppressive activity than mMDSCs.
Together, such data suggest that gMDSC is the major subset of
MDSC involved in immunosuppression in mCRC and strength-
en the rationale to combine PD-1/PD-L1 or ectonucleotidase-
neutralizing antibodies with chemotherapy to blunt immuno-
suppression induced by gMDSC in mCRC.
In a previous report, we observed that 5-FU mediated MDSC
depletion via an induction of cell death (15). In humans, a recent
study on a few colorectal cancer patients treated with FOLFOX (6
patients) or FOLFIRI (4 patients) showed that while FOLFOX
treatment of patients with colorectal cancer led to a decrease in
MDSC levels, FOLFIRI had the opposite effect (26). In this report,
we also observed that FOLFOX–bevacizumab induces a decrease
ofMDSCbut only of the gMDSC subset. This reduction of gMDSC
frequency is preferentially observed in patients with initial high
level of gMDSC (1% in leucocytes), thus raising the hypothesis
that accumulating gMDSC from mCRC patients may have a
specific biology that renders them more sensitive to chemother-
apy-induced cell death.
We had previously reported that MDSC cell death mediated by
5-FU induced the activation of NLRP3 inflammasome and was
associated with IL1b secretion. This IL1b secretion promoted
induction of Th17 response. We demonstrated that Th17 induc-
tion was associated with the accumulation of proangiogenic
molecules in the tumor. Such phenomenon is deleterious, and
depletion of IL17A or IL1b is associated with enhanced efficacy of
5-FU treatment in mice (16). In this report, we observed that
FOLFOX–bevacizumab induced Th17 accumulation after one
cycle. Concomitantly, we also noted a decrease of gMDSC in
patients with high initial levels. Such data strongly support that
this combination of chemotherapy also affects antitumor
immune response through similarmechanisms to those observed
with 5-FU monotherapy in mouse and human models. Impor-
tantly, increase in Th17 cells and absence of reduction of gMDSC
frequency are both associatedwith a poor prognosis, thus suggest-
ing, in a similar way to mouse observations, that FOLFOX–
bevacizumab induced a deleterious effect on immune response
via induction of Th17 polarization.
In conclusion, our study shows that FOLFOX–bevacizumab
chemotherapy induced accumulation of Th17 cells in patients,
and this parameter is associated with poor prognosis, while
gMDSC depletion is associated with better outcome. However,
themost important point in this study is that gMDSC is anMDSC
subset that could be targeted inmCRCusingmolecules that target
the PD-1/PD-L1 or CD39/CD73 ectonucleotidase pathways.
Thus, our data give rationale to use ectonucleotidase inhibitors
or anti-PD-1/PD-L1 in association with FOLFOX–bevacizumab
regimen in further clinical development of chemoimmunother-
apy in human colorectal cancer.
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Supplementary Figure 3: Blood parameters in Healthy volunteers versus mCRC patients  
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Supplementary Figure 5: Blood parameters in mCRC patients, D0 versus D15 
G
/L
L
e
u
c
o
c
y
te
s
P
N
N
P
N
E
P
N
B
L
y
m
p
h
o
c
y
te
s
M
o
n
o
c
y
te
s
0 .0
0 .5
1 .0
1 .5
2 .0
5
1 0
1 5
2 0
2 5
D0
D 15
p= 0.075 p= 0.093
p= 0.82 p= 0.12
p= 0.90
p= 0.16
223
Supplementary Figure 6: mRNA relative expression of genes involved in immunosuppression   
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Table 1 : Patients (N = 25) and healthy volunteers (N = 20) characteristics
Patients Characteristics
Age (years) Age (years)
< 50 years (%) 2 (8%) < 50 years (%) 3 (15%)
> = 50 years (%) 23 (92%) > = 50 years (%) 17 (85%)
median (SEM) 69 (10.6) median (SEM) 65 (6.76)
mean (SD) 66.5 (13.7) mean (SD) 63.2 (9.79)
Sexe Sexe
M (%) 14 (56%) M (%) 10 (50%)
F (%) 11 (44%) F (%) 10 (50%)
Primary tumor origin 
Colon (%) 20 (80%)
Rectum (%) 5 (20%)
Mutations
Ras (Yes/No) 42.3/57.7%
Raf (Yes/No) 11.5/88.5%
Metastatic sites (number)
median (SEM) 1 (0,47)
mean (SD) 1.1 (0.79)
LDH (U/L)
median (SEM) 6.60 (2.52)
mean (SD) 7.64 (3.41)
Phosphatase Alcaline (U/L)
median (SEM) 107.0 (104.7)
mean (SD) 178.7 (184.1)
ACE (µg/L)
median (SEM) 15.5 (2308.8) 
mean (SD) (5059.5)
Healthy Volunteers Characteristics
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Table 2 -Human primer sequences used for RT-qPCR analysis
Forward Reverse
ACTB 5’-GTTGTCGACGACGAGCG-3’ 5’-GCACAGAGCCTCGCCTT-3’
Entpd1 5'-AAATGAGCTGCTGGACTCCTC-3' 5'-CCCAGGTAAACGGGTGTCTC-3'
Nt5e 5'-CTCCTCTCAATCATGCCGCT-3' 5'-CAAATGTGCCTCCAAAGGGC-3'
Arg1 5’-ACGGAAGAATCAGCCTGGTG-3’ 5’-GTCCACGTCTCTCAAGCCAA-3’
Nos2 5/-GCCATAGAGATGGCCTGTCC-3’ 5’-TGCATCCAGCTTGACCAGAG-3’
Indo 5’-GATGAAGAAGTGGGCTTTGC-3’ 5’- CAGGCAGATGTTTAGCAATGA-3’
PDL1 5’- ACAGCTGAATTGGTCATCCC-3’ 5’- TGTCAGTGCTACACCAAGGC-3’
PDL2 5’ TAATCATCTATGGGGTCGCC-3’ 5’- CCTCATCTGTTTCTGGAACCT-3’
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Supplementary Figure Legends 
Supplementary Figure 1: THelper gating strategy 
Flow cytometry gating strategy to identify memory CD4 T cell subpopulations through 
chemokine receptor expression. 
Supplementary Figure 2: MDSC gating strategy and IL-4Rα expression analysis. 
A. Flow cytometry gating strategy to identify MDSC subpopulations through CD33, Lin 
(=CD3, CD20, CD19 and CD56), HLA-DR, CD14 and CD15 marker expression. 
Pictures correspond to May-Grünwald Giemsa staining mMDSC and gMDSC isolated 
after cell sorting. 
B. As in A, we identify MDSC subpopulations, granulocytes and monocytes and we have 
analyzed IL-4Rα (CD124) expression in 3 mCRC patients. 
Supplementary Figure 3: Blood parameters in Healthy Volunteers versus mCRC 
patients 
Whole blood of Healthy volunteers and metastatic colorectal cancer patient (mCRC) was sample on 
EDTA-K2 tubes (BD Bioscience) and a complete blood count (CBC) was performd in Clinical 
Biology Unit (Centre George François Leclerc). 
Supplementary Figure 4: IFN-γ and IL-17A secretion by CCR6 and CXCR3 expressing 
CD4 T cells 
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PBMCs of mCRC patients were stained after PMA/ionomycin/Brefeldin/Monensin 
stimulation (4 hrs) with anti-CD4, anti-CD45RA, anti-CCR6, anti-CXCR3, anti-IFN-γ and 
anti-IL-17A antibodies and analyzed by flow cytometry. The expression of IFN-γ and/or IL-
17A on memory CD4 (CD45RA- CD4+) Th1 (CCR6- CXCR3+), Th17 (CCR6+ CXCR3-),
Th17/Th1 (CCR6+ CXCR3+) and CCR6- CXCR3- cells is depicted.
Supplementary Figure 5: Blood parameters in mCRC patients, D0 versus D15 
Whole blood of metastatic colorectal cancer patient (mCRC) was sample before (D0) and after 
chemotherapy (D15) on EDAT-K2 tubes (BD Bioscience) and a complete blood count (CBC) was 
performed in Clinical Biology Unit (Centre George François Leclerc). 
Supplementary Figure 6: mRNA relative expression of genes involved in 
immunosuppression 
gMDSC and mMDSC were cell sorted from four mCRC patient blood. mRNA were extracted 
and the expression of  Entpd1, Nt5e, Pdl1, Pdl2, Indo, Arg1 and Inos was determined using 
RT-qPCR. 
Supplementary Table 1: Patient and Healthy volunteer’s characteristics 
Baseline characteristics (Age, Sex, Tumor origin, K-Ras and B-Raf status, number of 
metastatic sites, LDH, PA and CEA) of metastatic colorectal cancer patients (mCRC) 
and healthy volunteers. 
Supplementary Table 2: Human primer sequences used for RT-qPCR analysis 
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ANNEXE 2  
Liste des autres publications et des communications présentées au cours de la thèse. 
 
 Publications 
 
Blood immunomonitoring and efficacy of nivolumab in patients with lung cancer. Limagne E., 
Richard C., Thibaudin M., Fumet J.D., Chevrier S., Lagrange A., Favier L., Coudert B., Perol M., 
Truntzer C., Végran F., Boidot R., Saintigny P., Ghiringhelli F. En préparation 
 
IRF8 dependent molecular complexes control Th9 transcription program. Humblin E., Thibaudin M., 
Chalmin F., Derangère V., Limagne E., Richard C., Flavell R.A., Chevrier S., Ladoire S., Berger H., Boidot 
R., Apetoh L., Végran F., Ghiringhelli F. Sous presse dans Nature Communications 
 
The anti-tumor immune response in breast cancer: Update and therapeutic perspectives. (2017) 
Ladoire S., Derangère V., Arnould L., Thibaudin M., Courdert B., Lorgis V., Desmoulins I., Chaix M., 
Fumoleau P., Ghiringhelli F. Annales de Pathologie 37, 133-141. 
 
 Présentations issues des travaux de thèse 
 
17-19 Mars 2016 : 21èmes Journées du Collège des Histologistes, Embryologistes et Cytogénéticiens – 
Toulouse – « Les lymphocytes Th9 humains dans les cancers du sein » (poster) 
 
18-19 Juin 2015 : 21èmes Forum des Jeunes Chercheurs – Dijon, UFR SVTE – « Human 
ectonucleotidase-expressing CD25high Th17 cells accumulate in breast cancer tumors and exert 
immunosuppressive functions » (poster) 
 
12-14 Mars 2015 : 20èmes Journées du Collège des Histologistes, Embryologistes et Cytogénéticiens – 
Paris, Institut Pasteur – « Les lymphocytes Th17 intra-tumoraux exercent des fonctions 
immunosuppressives dépendantes de l’adénosine dans le cancer du sein » (communication orale et 
poster) 
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RÉSUMÉ 
L’ happe e t des tumeurs à la surveillance du système immunitaire est une des raisons pour 
lesquelles le cancer parvient à se développer.  Un des objectifs de notre équipe consiste à étudier les 
lymphocytes T CD4+ et leurs rôles dans un contexte de cancer. Mon travail de thèse a eu pour 
objectif de déterminer si les résultats murins obtenus au laboratoire étaient transposables à 
l’Ho e, et su tout da s le a e  du sei . Nous avo s tout d’a o d is e  vide e ue les 
lymphocytes Th17 infiltrant les cancers du sein inhibent les fonctions effectrices des lymphocytes T 
toto i ues de a i e d pe da te des e to u l otidases. E fi , ous avo s o t  u’u e 
infiltration tumorale riche en cellules Th17 est associée à un moins bon pronostic clinique des 
patientes atteintes de cancer du sein. Nous avons ensuite eu pour objectif de tenter de limiter la 
diff e iatio  de es ellules Th17. Nous avo s d o t  ue l’a tivatio  de SIRT1 di i ue 
l’a t latio  de STAT3 e ui pe tu e le p og a e de diff e iatio  de es ellules. L’a tivatio  
de SIRT1 in vivo li ite l’e pa sio  des Th17 et o duit à u  ale tisse e t de la oissa e tu o ale. 
Ce o ept fut valid  hez l’Ho e et ouv e do  la possi ilit  d’asso iatio  d’agonistes de SIRT1 
avec la chimiothérapie. Le dernier projet porte sur les lymphocytes Th9 et leur rôle pronostique dans 
le cancer du sein. Nous avons mis en évidence que les propriétés effectrices des lymphocytes Th9 
humains pouvaient être augmentées par l’IFNα via l’a tivatio  du fa teu  de t a s iptio  IRF1. Nous 
avo s e fi  d o t  ue l’i filt atio  tu o ale de l pho tes Th9 tait asso i e au eilleu  
pronostic des patientes. 
Mots clés : Lymphocytes T CD4, cancer du sein, ectonucléotidases, SIRT1, pronostic  
 
ABSTRACT 
Tumor escape to immune system surveillance is one of the reasons why human cancer achieves to 
grow. In my research team, we aim to study CD4 T cell populations and their functions in the context 
of cancer. My work was precisely to determine if the results obtained in mice could be transposable 
in humans, in the context of breast cancer. . We first unraveled that tumor infiltrating Th17 cells 
could inhibit effector and cytotoxic functions of Th1 and CD8 T cells in an ectonucleotidase-
dependent manner. Finally, we showed that high tumor infiltration in IL-17+ cells were significantly 
associated with a worse clinical prognosis for breast cancer patients. Then, we aim to prevent Th17 
cell differentiation. We first established that SIRT1 activation reduces STAT3 acetylation thus limiting 
Th17 cell differentiation. Activation of SIRT1 limits in vivo Th17 cell expansion and leads to the 
decrease of tumor growth. This concept has been validated in humans and gives the possibility to 
associate SIRT1 agonists with chemotherapy. The last project concerns the role and the prognosis 
impact of Th9 lymphocytes in breast cancer. We highlighted that the effector properties of human 
Th9 ells ould e i eased  IFNα via IRF1 activation. Finally, we attested that the tumor 
infiltration of Th9 lymphocytes was associated with a better prognosis for breast cancer patients. 
Keywords: CD4 T lymphocyte, breast cancer, ectonucleotidases, SIRT1, prognosis 
